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5.4.3 Lufteinschlüsse und Infektionen . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
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Bei Verletzungen des Knochens kommt es meist zu einer spontanen Heilung mit
minimalem Behandlungsaufwand. Ein Teil der Frakturen heilt aber nicht kompli-
kationslos ab und bedarf weiterer Therapie. Gründe hierfür können unter anderem
ungenügende Fixierung, metabolische Störungen, mangelnde Blutversorgung und
Infektionen sein. Ein weitere Ursache ist der Verlust von Knochenmasse. Diese Si-
tuation stellt insbesondere dann eine große therapeutische Herausforderung dar,
wenn der Defekt eine kritische Größe erreicht und der Knochen diese Lücke nicht
mehr selbstständig schließen kann. Neben Verletzungen können auch Missbildun-
gen, Gelenkersatzoperationen und die Behandlung von Tumoren und Osteomyelitis
zu solch kritisch großen Defekten führen und rekonstruktive Chirurgie nötig machen.
Materialien, mit denen diese Defekte geschlossen werden sollen, erfüllen idealer-
weise vier Voraussetzungen: Sie müssen biokompatibel sein, sind osteogen, osteoin-
duktiv und osteokonduktiv [13, 34]. Diese Eigenschaften müssen jedoch gesteuert
werden, da einen Erschöpfung der körperlich Ressourcen zum Beispiel durch ei-
ne übermäßige Rekrutierung von Stammzellen für den Gesamtorganismus schädlich
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sein kann.
Osteogen bedeutet fähig zu sein, selbstständig Knochen zu bilden. Dies können
nur lebende Osteoblasten. Veranlassen Stoffe (z. B. Bone Morphogenetic Proteins)
oder Materialien Zellen sich in knochenbildende Osteoblasten zu verwandeln sind sie
osteoinduktiv. Diese Differenzierung ist aber nur möglich, wenn sich die mesenchy-
malen Vorläuferzellen im Wundbett befinden. Osteokonduktiv ist ein Gerüst, dass
von knochenbildendem Gewebe benutzt werden kann, um daran Knochen anzulagern
(Leitschienenprinzip).
Momentan ist es nur die autologe Knochenspende, die alle diese Vorraussetzun-
gen erfüllt. Die autologe Knochentransplantation liefert neben den oben genann-
ten Vorteilen die besten Ergebnisse und ist seit Jahren der Goldstandard in der
rekonstruktiven Chirurgie. Diese Methode ist aber mit Nachteilen verbunden. Auf-
grund der begrenzten Menge an gewinnbarem Material ist die Indikationsstellung
eingeschränkt [69], auch schwankt die Qualität der Transplantate. Oft kommt es zu
postoperativen Hämatomen im Bereich der Entnahmestelle und Brüchen des Be-
ckenkamms (
”
donor site morbidity“). Auch scheint es so, als würden die Patienten
einer höheren Schmerzbelastung ausgesetzt und die Operationszeit ist meist deutlich
verlängert [58].
Eine Alternative kann die allogene Knochenspende sein. Die Operationszeit wird
praktisch nicht verlängert und
”
donor site morbidity“ stellt keine Komplikationsmöglich-
keit dar. Doch sind hier die Ergebnisse nicht so gut wie bei autologer Knochenspende
und es besteht die Gefahr von Immunreaktionen und Übertragung von Krankheiten.
Außerdem ist die Nachfrage nach allogenen Knochenimplantaten weitaus größer als
das Angebot.
Als dritte Möglichkeit neben der autologen und allogenen Knochenspende sind
Metalle und Keramikgerüste erforscht worden. Diese Stoffe bieten sich an, da sie eine
hohe Festigkeit aufweisen und häufig gut verträglich sind. So können sie dem De-
fekt eine sofortige Stabilität geben. Auf der anderen Seite kann diese hohe Stabilität
einen großen Nachteil haben: Dadurch, dass das Implantatmaterial den Großteil der
Belastung trägt, kommt es unter Umständen kaum noch zur mechanischen Stimu-
lation des Knochens und dieser bildet sich oft sogar zurück (
”
stress shielding“[50]).
Dazu kommt, dass Keramiken spröde und nicht sehr dehnbar sind und deswegen nur
an Stellen eingesetzt werden können, an denen keine starken Torsions-, Biegungs-
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oder Abscherkräfte auftreten [69].
Eine geeignete Alternative zur autologen oder allogenen Knochenersatztherapie
ist noch nicht gefunden. Die Notwendigkeit für eine schnell verfügbare, einfach an-
wendbare, komplikationsarme und günstige Methode zur Knochenersatztherapie ist
jedoch hoch. In unserer alternden Bevölkerung wird die Zahl von 450 000 Knochen-
ersatztherapien pro Jahr allein in den USA, sicherlich weiter steigen [50]. Neben dem
deutlichen Verlust an Lebensqualität sind auch die sozioökonomischen Konsequen-
zen der langwierigen und oft frustranen Behandlung dieser Patienten von großer
Bedeutung [68]. Eine mögliche Lösung diese Problems könnte im Bereich des Tissue
Engineering liegen.
Tissue Engineering von Knochen hat seit Anfang der neunziger Jahre eine
rasante Entwicklung genommen [79]. Einer der wichtigsten Ansätze ist die scaffold-
basierte Überbrückung eines knöchernen Defekts in vivo. Hierfür wurden Scaffold-
designs aus unterschiedlichsten Materialien und verschiedene Herstellungsmethoden
entwickelt [48, 50, 55, 68, 46, 69]. Die vielversprechendsten Ansätze sind Scaffolds
aus Polymeren [73, 27, 45, 52, 53, 65, 74], bioaktiven Keramiken und Gläsern [43] und
Mischformen aus beiden Gruppen (sogenannte
”
composites“) [31, 38, 51, 67, 86, 85].
Zur Verbesserung ihrer Eigenschaften wurden diese Trägergerüste u.a. mit verschie-
denen Wachstumsfaktoren (z.B. Bone Morphogenetic Proteins (BMP) [5, 4, 9], Vas-
cular Endothelial Growth Factor (VEGF) [44, 77]), Stammzellen oder Osteoblasten
beschichtet bzw. besiedelt.
Um aber für das Tissue Engineering von Knochen beim Menschen geeignet zu
sein, müssen alle diese Gerüste eine Vielzahl von Voraussetzungen erfüllen. Als erstes
steht hier die Biokompatibilität, das Material sollte weder eine Entzündungsreakti-
on auslösen noch immunogen oder zytotoxisch sein. Idealerweise sollte es - wie die
autologe Knochenspende auch - osteogen, osteoinduktiv und osteokonduktiv sein.
Osteogenität kann aber nur durch Besiedlung des Scaffolds mit knochenbildenden
Zellen und Osteoinduktivität nur durch das Vorhandensein von Differenzierungs-
faktoren und Vorläuferzellen erreicht werden. Man nimmt an, dass für optimale
Osteokonduktivität und Vaskularisierung das Scaffold eine Makroporosität von 90%
und eine Porengröße von 10-100µm aufweisen sollte[43, 67].
Des weiteren sollte das Scaffold problemlos formbar sein, es darf während der
intraoperativen Handhabung nicht kollabieren und muss stabil im Wundbett lie-
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gen. Die Degradation darf nicht zu schnell und nicht zu langsam erfolgen und es
dürfen keine toxischen Abbauprodukte frei werden. Für den regelmäßigen klinischen
Gebrauch muss der Herstellungsprozess reproduzierbar, kontrollierbar und nicht zu
teuer sein. Und über allem muss das Scaffold einfach zu sterilisieren sein.
Verschiedene Probleme können bei den der Scaffoldentwicklung folgenden in vi-
vo Versuchen auftreten: Es kommt zum Beispiel auf Grund mangelnder Gefäßpro-
liferation zu zentralen Nekrosen, andererseits kann es beim Einsatz von BMPs zu
Gefäßfehlbildungen kommen. Das Scaffold degradiert schneller oder langsamer als
der Knochen einwachsen kann und kann dann entweder als Leitstruktur fehlen oder
den Knochen beim Wachstum behindern. Im ungünstigsten Fall schrumpft das Scaf-
fold sofort nach Implantation in vivo und ist damit unbrauchbar. Außerdem ist die
Osteosynthese ein entscheidender Faktor, der den Erfolg der in vivo Anwendung
bestimmt.
Der Erfolg von Tissue Engineering von Knochen wird also von vielen Variablen
bestimmt. Dies macht einen Versuchsaufbau nötig, in dem im besten Fall die Entste-
hung eines im Menschen anwendbaren Konzepts zur Knochenersatztherapie in einem
Projekt vom ersten Schritt - der Entwicklung des Scaffolds - bis zur klinischen Er-
probung verfolgt werden kann, so dass möglichst viele dieser Variablen überblickt
und kontrolliert werden können. Ein besonderes Augenmerk muss auf die Etablie-
rung eines geeigneten Tierversuchmodells gerichtet werden, um eine Vergleichbarkeit
verschiedenener Ansätze sicherzustellen.
Im Rahmen unseres Projektes wurde ein Composite-Scaffold aus dem Polymer
Polylactid-co-Glycolid-Acid (PLGA) und Kalziumphosphat entwickelt und einge-
setzt, mit allogenen mesenchymalen Stammzellen im Festbett-Perfusions-Bioreaktor
besiedelt oder unbesiedelt im Tierversuch erprobt. Als Tierversuchsmodell wurde
das Konzept des
”
Critical size defects“ (=Defekt kritischer Größe) im Femur des
Weißen-Neu-Seeländer-Kaninchens zu Grunde gelegt.
Zuerst für die Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie von Schmitz und Hollinger [35,
72] entwickelt, ist der Defekt kritischer Größe definiert als der kleinste Defekt im
Knochen eines Tieres, der nicht mehr selbstständig durch knöchernen Durchbau
geheilt wird. Es kommt also zu einer Pseudarthrose, die ohne Intervention für den
Rest des Lebens bestehen bleibt. Im idealen Fall führt aber der Einsatz des wie auch
immer gearteten Knochenersatzmaterials zum Schluss des Defekts kritischer Größe
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und es kann so die Wirksamkeit des Knochenersatzmaterials gezeigt werden.
Der Defekt kritischer Größe im Femur des Weißen-Neuseeländer-Kaninchens und
des Weißen-Japanischen-Kaninchens wurde von Concannon, Inui und Fialkov ermit-
telt. Concannon und Inui [10, 39] postulierten eine Defektgröße von 10mm bzw. 20%
der Femurlänge als ausreichend für einen Defekt kritischer Größe. Fialkov et. al. [20]
fanden jedoch heraus, dass 10mm nicht ausreicht und stattdessen 12mm als Defekt-
größe notwendig sind. Ein weiterer entscheidender Punkt für das Generieren eines
Critical size defect ist das Periost: Schon früh haben Untersuchungen gezeigt, dass
das Periost eine entscheidene Rolle in der Überbrückung von knöchernen Defekten
spielt. Narang und Laskin [56] zeigten, dass ein 12mm langer Defekt in der Tibia
von Holtzman Albino Ratten ohne vorheriges Entfernen des Periosts kein Defekt
kritischer Größe war, wenn jedoch das Periost entfernt wurde, erfüllte schon ein De-
fekt von 6mm die Kriterien des Defekts kritischer Größe. Es konnte gezeigt werden,
dass das Periost, aber auch das Endost eine Quelle von osteogenen mesenchymalen
Stammzellen ist [25, 84].
Ziel des Projektes war es herauszufinden, ob die besiedelten und/oder unbesie-
delten Scaffolds zu einem Überbrücken des Defektes mit funktionell belastbarem
Knochen führen. Zur Auswertung der Ergebnisse wurden vier Untersuchungsmetho-
den gewählt: Bei allen Versuchstieren wurden post-mortem eine Histologie und ein
µ-CT des Femurdefektes durchgeführt. Als Verlaufskontrollen wurde bei der Grup-
pe mit unbesiedelten Scaffolds normales Projektionsröntgen und bei der Gruppe
mit besiedelten Scaffolds eine flat-panel-volumetric-Computer-Tomography (fpvCT,
Volumen-CT) durchgeführt. Dieses Verfahren erlaubt die hochauflösende dreidimen-
sionale Darstellung von Knochen in vivo und damit eine sehr interessante Alternati-





Tissue Engineering von Knochen ist ein vielversprechendes Verfahren zur Über-
brückung von großen knöchernen Defekten. Trotz einer Vielzahl von Forschungspro-
jekten und einigen vielversprechenden Ansätzen sind noch viele Fragen unbeantwor-
tet. So ist es oft unklar, warum es nicht zum Schluss eines Defektes und damit zu
einer Pseudarthrose kommt. Viele wesentliche Faktoren sind bekannt (siehe Kapitel
1, Seite 10). Eine entscheidene Frage konnte bis jetzt aber nur unzureichend beant-
wortet werden: Was geschieht während des Heilungsprozesses beim scaffoldbasierten
Tissue engineering von Knochen in vivo?
Um den Erfolg und die Anwendbarkeit unseres Konzeptes zu überprüfen mussten
folgende Fragen beantwortet werden:
1. Operation und Osteosynthese




• Können die Scaffolds in vivo dargestellt werden?
• Liegen sie postoperativ korrekt im Osteotomiespalt an den Osteotomie-
kanten des Femurs?
• Schrumpft das Scaffold nach dem Einsetzen?
• Wie ist das Degradationsverhalten der Scaffolds und wie kann man die
Bildung von Knochenmatrix im Implantat von der Kalziumphosphatpha-
se des Scaffolds unterscheiden?
• Gibt es Unterschiede im Degradations- und Einwachsverhalten zwischen
unbesiedelten und besiedelten Scaffolds?
• Kommt es zu Gewebsreaktionen um die Scaffolds?
3. Gefäßversorgung
• Lassen sich Gefäßproliferationen im Scaffold nachweisen?
• Kommt es zu einer zentralen Nekrose?
4. Knochenwachstum und Heilungsprozess
• Wie lässt sich der Wachstumsprozess des Knochens mit unseren in vivo
Untersuchungstechniken nachvollziehen?
• Fallen sich wiederholende Wachstumsmuster auf?
• Kann man Kalzifizierungen, bzw. reife Knochenmatrix und Zellen im
Scaffold nachweisen?
• Geht Wachstum vom Peri- und/oder Endost aus?
• Lassen sich verschiedene Arten von Knochen differenzieren?
Es ist mit den bisherigen Methoden nicht möglich, den Prozess der Knochen-
heilung und des Knochenwachstums in vivo hochauflösend und dreidimensional im
zeitlichen Verlauf darzustellen. Zur Zeit angewandte Methoden haben entweder den
Nachteil, nur eine ungenügende Dastellung zu ermöglichen (Projektionsradiologie,
herkömmliche Computertomographen und Magnetresonanztomographen), oder mit
einem Überleben des Versuchstieres nicht vereinbar zu sein (Histologie, µ-CT). Die
Histologie hat den weiteren Nachteil, dass eine dreidimensionale Rekonstruktion
praktisch kaum möglich ist.
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Mit der neuen Technologie der flat-panel-volumetric-Computer-Tomography soll
eine hochauflösende, dreidimensionale in vivo Darstellung von Knochen möglich
sein [60]. Außerdem wurde gezeigt, dass in Maus und Ratte detaillierte Bilder von
Gefäßen möglich sind [30, 47]. In dieser Arbeit soll auch geklärt werden, ob das
fpvCT eine Alternative zur Evaluation von Versuchen in vivo zum scaffoldbasierten
Tissue engineering von Knochen ist und welche der oben genannten Fragen sich mit
dieser neuen Methode beantworten lassen.
Zusätzlich wurden zur Verlaufskontrolle bei einer Versuchsgruppe die Projekti-
onsradiographie und post mortem bei jedem Tier ein µ-CT und eine histologische





Um neu entwickelte Scaffolds in vivo zu testen, ist ein anerkanntes Tiermodell
nötig. Dieses muss die Anforderungen der Reproduzierbarkeit und Durchführbar-
keit erfüllen und verwertbare Ergebnisse liefern. Das Kaninchenmodell, insbesondere
mit der Operationsstelle Femur erfüllte diese Vorraussetzungen in der Vergangenheit
bereits [20, 32] und wurde deswegen für dieses Projekt ausgewählt.
Für diese Versuchreihe wurden männliche Nagetiere der Rasse Chinichilla Ba-
stard (Firma Behring) verwendet. In den Vorversuchen zeigte sich, dass die zuerst
eingesetzten Kaninchen eine hohe Anzahl von Osteosyntheseversagern aufwies. Wie
von Drescher [15] beschrieben, haben Chinchilla Bastarde deutlich belastbareren
Knochen. Bei vergleichbarer Anatomie wurde deswegen das Versuchstier gewechselt.
Sie waren durchschnittlich 6 Monate alt (zwischen 5 und 7 Monaten) und wogen im
Schnitt 4,2 kg (zwischen 3,7 und 4,7 kg). Die Unterbringung erfolgte in Einzelkäfigen
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(Größe 1,5m2) und sie wurden ad libitum mit Nahrung und Wasser versorgt. Zur
besseren Unterscheidung wurden die Tiere am Ohr mit einer Nummer markiert.
3.2 Implantate
Getestet wurden in diesem Versuch ein aus Poly(laktid-co-glykolid) (PLGA) ge-
mischtes mit Kalziumphosphat beladenes und beschichtetes Kompositgerüst, das
durch unterschiedliche Verfahren modifiziert und mit Zellen besiedelt wurde. So
entstanden vier unterschiedliche Scaffoldtypen.
3.2.1 Unbesiedelte Scaffolds
Das Grundgerüst der Scaffolds war bei allen vier Typen gleich. Es war ein ma-
kroporöses, aus einer Mischung von Poly(laktid-co-glykolid) und Kalziumphosphat
bestehendes Gerüst, dessen Geometrie und Porengröße dem Aufbau des mensch-
lichen, trabekulären Knochens nachempfunden ist. Die Scaffolds wurden von der
Firma BoneTec Corp. (Toronto, Kanada) bezogen. Das Grundgerüst wurde mit ei-
nem dünnen Film aus Kalziumphosphat-Partikeln beschichtet (Coating) und bei der
Hälfte der Scaffolds mit porösen Kalziumphosphat-Partikeln beladen (Loading).
Herstellung des Grundgerüsts
Zuckerkristalle (Redpath Sugar, Toronto, Ontario, Canada) mit einem Durchmesser
von 0,85 bis 1,18mm wurden in einem versiegelten Kontainer mit befeuchteter Luft
im Inkubator bei 37 Grad Celsius für 16 Stunden bebrütet. Danach trockneten sie
für 12 Stunden bei Raumtemperatur. Dies führte zum Verschmelzen der Zuckerkris-
talle zu einem porösen Block. Diese Methode wird
”
porogen particle fusion method“
genannt [11, 31].
Zur Herstellung der Kalziumphosphatpartikel wurden äquimolare Mengen von
Tetrakalziumphosphat und entwässertem Dikalziumphosphat mit destilliertem und
deionisierten Wasser gemischt. Die ausfallende Reaktanz wurde durch eigens ange-
fertigte Siebe mit einer Porengröße von 5 bis 45µm gefiltert. Der durchschnittliche
Durchmesser der Kalziumphosphatpartikel lag bei 27,5µm [31].
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Poly(DL-laktid-co-glykolid) 75:25 (Birmingham Polymers, Birmingham, AL, USA)
wurde nun in Dimethylsulfoxid (DMSO) mit einer gewichtsbezogenen Konzentrati-
on von 10-15% aufgelöst und dann in einem Verhältnis von 2:1 (CaP:PLGA) mit
den Kalziumphosphatpartikeln gemischt. Jetzt wurde das klebrige Gemisch über
den porösen Zuckerkristallblock gegossen. Die DMSO-Lösung verteilte sich in dem
10x10x3cm3 großen Block und wurde nach 2-3 Minuten bei -18℃ für eine Stunde
tiefgekühlt. Nachdem die PLGA-CaP-Lösung im Tiefkühlschrank ausgefallen war,
wurden die Zuckerkristalle aus dem Block herausgelöst. Dies geschah bei 20℃ Raum-
temperatur in destilliertem und deionisierten Wasser. Der Block wurde für drei Tage
im Wasser gelagert und das Wasser 4 mal täglich gewechselt [31]. Es entstand ein
10x10x1,5cm3 großer Scaffold-Block, aus dem mit einer speziellen Säge [45] die Scaf-
folds herausgesägt wurden.
Coating
Zusätzlich zum Kalziumphosphat im Grundgerüst wurde das Scaffold mit nano-
porösen Kalziumphosphatpartikeln beschichtet,
”
coating“ genannt. Dies erfolgte nach
der
”
biomimetic method“, die durch Weglassen des ersten Schrittes, der
”
nucleati-
on“ modifiziert wurde. Die PLGA/CaP Scaffolds wurden in 70%igem Ethanol ange-
feuchtet und mit deionisiertem Wasser gespült. Danach wurden die Grundgerüste für
zwei Tage bei 37℃, in hochkonzentriertem (1,5x) simulated body fluid (SBF: Na+





Um mikroporöse Kalziumphosphat-Partikel in das mit Kalziumphosphat beladene
(coated, s.o.) PLGA/CaP-Gerüst einzubinden (=loading), wurde eine abgewandel-
te Filtrationsmethode benutzt. Hierfür wurde eine Suspension aus porösen Kalzi-
umphospatpartikeln in 1,5fachem SBF durch das Scaffold gefiltert. Das Verhält-
nis zwischen den porösen Partikeln und dem Scaffold war 60:1 (gewichtsbezogen).
Nach der Filtration wurden die Scaffolds in 1,5fachem SBF für 24h gereift um die
porösen Kalziumphosphat-Körnchen mit dem Scaffold zu verbinden. Danach wur-
den die Scaffolds mit destilliertem Wasser gewaschen bis das Waschwasser klar war
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und in einem Exsikkator getrocknet.
Sterilisation
Vor weiterer Verwendung wurden die Scaffolds in Äthylenoxid sterilisiert. Der Vor-
gang dauerte 2 Stunden bei 94% CO2, 6% C2H4O, 1,7bar und 46℃. Die anschließen-
de Desorptionszeit betrug 14 Stunden. Danach wurden die Trägergerüste unter ste-
rilen Bedingungen bei Raumtemperatur gelagert. Die Porosität lag im Durchschnitt
bei 90% und die Poren waren interkonnektiert verbunden. Die Scaffolds hatten eine
Länge von 12mm und einen Durchmesser von 10mm. Die Gewebskompatibilität und





Ein Teil der Scaffolds wurde mit allogenen Stammzellen besiedelt, gewonnen aus
dem Beckenkamm eines Kaninchens, dem kein Scaffold eingesetzt wurde.
Stammzellgewinnung
Das betroffene Tier erhielt eine Prämedikation in Form von Atropin intramuskulär.
Nach einer Wartezeit von 10 Minuten wurde die Narkose mit intramuskulärer Gabe
von Ketamin und Rompun eingeleitet. Nach erfolgter Narkose wurde der Becken-
kamm palpiert und der Bereich um die Punktionsstelle enthaart. Unter sterilen Be-
dingungen wurden mit einer 18G Spinal-Nadel der dorsale Beckenkamm punktiert
und 3,0ml isotone Natrium-Chlorid Lösung injiziert. Dann wurden 2-6ml Knochen-
mark aspiriert.
Aufbereitung und Kultur der Stammzellen
Zur Isolierung der Stammzellen aus dem aspirierten Knochenmark, wurde die Hi-
stopaque/Ficoll (1:2, Volumenrelation, Dichte 1077g/l) Dichtegradienten-Methode
durchgeführt. Die Vorläuferzellen wurden zweimal in phosphatgepufferter Salzlösung
gewaschen und danach in eine Zellkulturflasche überführt. Die Zellen wurden bei
95% Luftfeuchtigkeit, 5,0 ±0,5% CO2 und 37,0 ±0,5℃ in ZKT-1 Medium (Bio-
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chrom) kultiviert. Dem ZKT-1 Medium wurden 10%ige Penicillin/Streptomycin-
Lösung, 10%iges FCS (Invitrogen), 0,2mM L-Askorbat, 10mM β-Glycerophosphat
und 10−8M Dexamethason (Sigma) zugegeben. Kurz vor Erreichen der Zellkonfluenz
wurden sie auf die Trägergerüste ausgesäht.
Besiedelung der Scaffolds im Bioreaktor
Die kultivierten Zellen wurden in der GBF Braunschweig nach der von Barthold
entwickelten Methode auf den Osteoscaf Trägergerüsten ausgesät (107 Zellen pro
cm3) [2] und im dort entwickelten Bioreaktorsystem mit kontinuierlicher Perfusion
kultiviert [3, 18, 19, 40]. Im Bioreaktorsystem betrug die Temperatur konstant 37℃,
der Sauerstoffpartialdruck 20%, die Durchflussrate 0,2ml/min und die Rotationsge-
schwindigkeit des Mediumrührers 120 Umdrehungen pro Minute. Nach Kultivierung
der Zellen auf den Scaffolds wurden diese per Express - im Kulturmedium in speziel-
len gekühlten Behältern gelagert - nach Marburg transportiert und noch am selben
Tag eingesetzt.
3.3 Einsetzen der Scaffolds
Nach einer Eingewöhnungszeit in der neuen Stallumgebung von einer Woche wur-
de die Operation zum Einsetzen der Scaffolds durchgeführt. Der Operationsbereich
war direkt an die Stallungen der Tiere angegliedert, so dass den Kaninchen lan-
ge und belastende Transportwege vor der Operation erspart werden konnten. Alle
Osteotomien wurden am linken Femur durchgeführt.
3.3.1 Osteosynthesematerial
Für die Osteosynthese wurde das aus der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie stammende
Universal-Unterkiefer-Implantatsystem der Firma Stryker Leibinger benutzt. Dabei
handelt es sich um eine Mandibulaplatte mit Verblockungsschrauben und dem da-
zugehörigen Werkzeug (siehe Abbildung und Tabelle 3.1, Seite 19).
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Abbildung 3.1: Osteosynthesesystem der Firma Stryker, siehe Tabelle 3.1
Nr. im Bild Artikel Nr. Bezeichnung
1 55-28917 Mandibularekonstruktionsplatte mit Schablone
2 64-00230(1) Schränkeisen links und rechts
3 62-20130 Schraubendreherklinge für 2,0/2,3/2,7mm Schrau-
ben
4 62-20295 Arretierbarer Handgriff
5 2296003115 Sägeblatt schmal (10 mm), lang
6 2296-234 Command2 Sag Saw
7 62-00238 Bohrbuchse zentrisch
8 60-19435 Bohrer 1,9 x 115
9 2296-88 Microdriver
nn 52-27510 Verblockungsschrauben, Cross-Pin, 10mm
nn 52-27512 Verblockungsschrauben, Cross-Pin, 12mm
nn 52-27514 Verblockungsschrauben, Cross-Pin, 14mm
nn 52-27516 Verblockungsschrauben, Cross-Pin, 16mm
Tabelle 3.1: Stryker Leibinger Spezialbesteck, siehe Abbildung 3.1
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3.3.2 Operation
Vorbereitung und Anästhesie
Zuerst wurde das Kaninchen aus dem Käfig genommen und gewogen, Gewicht und
Erkennungsnummer wurden auf dem OP-Protokoll vermerkt. Danach erhielt das
Tier die Prämedikation in Form von Atropin (s. Tabelle 3.2) intramuskulär. Nach
einer Wartezeit von 10 Minuten wurde die Narkose mit intramuskulärer Gabe von
Ketamin und Rompun eingeleitet. Intraoperativ wurde bei Bedarf mit Narcoren
intravenös und Ketamin i.m. nachdosiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
intramuskulären Injektionen nicht in das zu operierende Bein erfolgten.
Medikament Wirkstoff Konzentration Dosierung
Atropin oder Atropinsulfat 0,5mg/ml 0,2mg/kg
Robinul Glycopyrroniumbromid 0,2mg/ml 0,2mg/kg
Rompun Xylazinhydrochlorid 20mg/ml 1-3mg/kg
Ketamin Ketaminhydrochlorid 100mg/ml 10-20mg/kg
Narcoren Pentobarbital-Natrium 160mg/ml b. B. 3,2mg
Tabelle 3.2: Narkosemedikamente
Bis zum Wirkungseintritt der Narkose wurde das Kaninchen dann in einen ru-
higen, warmen und dunklen Raum gesetzt. Nach Eintritt der Narkose wurden Ope-
rationsgebiet und Umgebung enthaart und dem Kaninchen der intravenöse Zugang
(Vasofix Braunüle 20G, B.Braun, Melsungen, Deutschland) über die Ohrvene gelegt.
Zum Schutz der Augen des Tieres wurde eine Salbe aufgetragen. Danach wurde das
Tier in den Operationssaal gebracht.
Operationstechnik
Das Kaninchen wurde in Rechtsseitenlage auf dem Operationstisch gelagert, so dass
linker Femur und der Katheter in der Ohrvene gut zugänglich waren. Dann wurde das
Operationsgebiet großzügig mit Povidon-Jod (10%) desinfiziert, mit OP-Tüchern ab-
gedeckt und ein weiteres Mal desinfiziert. Alle Operationsmaterialien und -bestecke
inklusive der Platten und Schrauben wurden vor jedem Eingriff gereinigt und steri-
lisiert.
3. Material und Methoden 22
Der Zugang zum linken Femur erfolgte von lateral; zuerst wurden Trochanter ma-
jor und Epicondylus lateralis palpatorisch aufgesucht und dazwischen der fünf bis
sechs Zentimeter lange Hautschnitt gesetzt. Nach scharfer Eröffnung der Muskelfas-
zie wurde stumpf entlang der natürlichen Muskelanatomie bis zum Femurknochen
präpariert. Blutungen wurden elektrokoagulatorisch gestillt. Am Femur wurden Fas-
zienansätze mit dem Rasparatorium abgesetzt und der Knochen mit Hohmannhaken
dargestellt (s. Abbildung 3.2).
Abbildung 3.2: Freigelegter Femur von kranial
Vom Operationsablauf her erwies es sich als wesentlich günstiger, zuerst die
Platte am Femur anzubringen und dann die Osteotomie vorzunehmen. Die ideale
Lage für die Platte ist an der antero-lateralen Femurseite zwischen Trochanter major
und Epicondylus lateralis mit einer Länge von sieben Schraubenlöchern. So wurde
die Schablone für die Platte an den intakten Knochen angepasst. Dann wurde die
Unterkieferrekonstruktionsplatte der Firma Stryker anhand der Schablone passend
geformt und mittels einer Zange provisorisch am Femur befestigt (s. Abbildung 3.3,
Seite 22).
Als nächster Schritt wurden die Löcher gebohrt und die Platte am Knochen als
winkelstabiles System mit den Verblockungsschrauben angeschraubt. Dafür wur-
de der Bohrer der Firma Stryker mit einer 1,9mm Bohrspitze und dazugehöhri-
ger Bohrbuchse verwendet. Jeweils sechs 2,7mm starke Verblockungsschrauben mit
selbstschneidendem Gewinde befestigten die Platte am Knochen. Die Länge der
Schrauben wurde für jedes Loch ausgemessen und lag zwischen 10 und 16 Millime-
tern. Das mittlere Schraubenloch der Rekonstruktionsplatte wurde freigelassen, da
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Abbildung 3.3: Angepasste Platte
hier der zentrale Defekt in der Diaphyse des Femurs entstehen sollte (s. Abbildung
3.4).
Durch die stabilie Fixierung des Femurknochens war das Sägen des Osteotomie-
spaltes problemlos möglich. Die Breite des Spaltes wurde der Länge des Scaffolds
(12mm) entsprechend ausgewählt, so dass das Implantat ohne Befestigung im Os-
teotomiespalt verblieb. Durch wiederholtes Kühlen mit Wasser wurde während des
Sägens ein Überhitzen des Knochens verhindert.
Abbildung 3.4: Distaler Teil der angebrachten Titanplatte, deutlich sichtbar ist das
freie Schraubenloch (hier viertes von rechts)
Bevor das Scaffold eingesetzt werden konnte, wurde die Osteotomie mehrmals
mit NaCl gespühlt und das Periost 1cm um den Osteotomiespalt zurück- bzw. ab-
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geschoben.
Bei den Kaninchen der Kontrollgruppe (sogenannte Leerdefekte) wurde kein
Scaffold in den Spalt gesetzt. Die Operation wurde jedoch davon abgesehen ge-
nauso durchgeführt wie bei den Versuchtieren mit Scaffold. Nach dem Einlegen des
Implantates wurde die Wunde durch Faszien-, Subkutan- und Hautnaht wieder ver-
schlossen.
Abbildung 3.5: Implantat im Osteotomiespalt
Postoperative Nachsorge
Direkt nach der Operation wurde den Kaninchen Carprofen (Rimadyl, Pfizer, Karls-
ruhe) 4mg/kg subkutan gespritzt. Dies wurde drei Tage lang zweimal täglich fort-
geführt. Des weiteren wurden der Gesundheitszustand und die Wunde jedes Kanin-
chens täglich kontrolliert.
3.4 Radiologische Kontrollen
Zur Kontrolle des Operationserfolgs wurde wenige Tage bis maximal eine Woche
nach der Operation eine erste radiologische Untersuchung durchgeführt. Diese be-
stand bei der Versuchsgruppe mit unbesiedelten Scaffolds in Aufnahmen von zwei
Ebenen des linken Oberschenkels, in der Gruppe mit allogen besiedelten Scaffolds
wurde mit Volumen-CT (s.u.) gearbeitet. Radiologische Kontrollen wurden dann in
regelmäßigen Abständen wiederholt um zum einen den Behandlungserfolg zu doku-
3. Material und Methoden 25
mentieren und zum anderen das Abbruchkriterium für den Versuch zu kontrollieren,
den knöchernen Schluss des Defekts bei einem Kaninchen mit Leerdefekt.
3.4.1 Nativröntgen
Die erste Röntgenuntersuchung fand im Schnitt 3,6 Tage (1-5 Tage) nach Operation
statt. In den ersten vier Wochen bis zur Tötung der Tiere des ersten Versuchs-
zeitraums fand eine radiologische Kontrolle im Abstand von zwei Wochen, danach
monatlich statt. Alle Knochen wurden postmortal erneut geröntgt.
Abbildung 3.6: Aufnahme einen Monat nach Operation
Die Untersuchung wurde immer in der Abteilung für Strahlendiagnostik im Uni-
klinikum Marburg von einem Facharzt für Radiologie durchgeführt. Die Kaninchen
wurden in geeigneten Transportboxen in den Vorraum des Durchleuchtungsberei-
ches gebracht. Es fand keine Narkose statt, da die Prozedur für die Tiere nicht
schmerzhaft war. Nach einer klinischen Untersuchung des linken Beines wurden sie
in Bauchlage auf den Untersuchungstisch gelegt. Ein Mitarbeiter des Operations-
teams fixierte das Kaninchen durch Druck auf den Körper, während ein anderer das
linke Bein in Extension und Außenrotation brachte. So konnte der Radiologe unter
Durchleuchtung eine möglichst ideale Aufnahme des operierten Femurs anfertigen.
Alle Mitarbeiter im Kontrollbereich trugen Bleischürzen und Bleihandschuhe.
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3.4.2 Volumen-Computertomographie (fpvCT)
Die computertomographischen Kontrollen wurden in der Abteilung für Neuroradio-
logie des Universitätsklinikums Gießen durchgeführt. Die Untersuchungen wurden
mit einem neuartigem CT der Firma GE Global Research, Niskayuna, New York,
durchgeführt. Dieser flat panel volumetric Computed Tomograph (Kurz: fpvCT,
Volumen-CT) arbeitet mit zwei flat panel Röntgensensoren mit einer Auflösung von
jeweils 1024x1024 Pixeln. Die maximale Z-Achse beträgt 21cm pro Scan. Dieser
Computertomograph ist besonders gut für die dreidimensionale Knochendarstel-
lung bei Kleintieren in vivo geeignet. Eine genauere Beschreibung des Volumen-
Computertomographen ist in der Literatur erfolgt [30, 47, 60].
Unsere Aufnahmen wurden mit 120 kV und 40 mA durchgeführt. Die Rotati-
onszeit eines Steps betrug 8 Sekunden bei einer Länge auf der Z-Achse von 42mm.
Aufgenommen wurden zwei Steps, so dass eine Z-Achse von 84mm resultierte. Es
wurde jeweils ein Durchgang mit und einer ohne Kontrastmittel durchgeführt. Es
wurden 10ml Kontrastmittel (Imeron 300, Altana, Konstanz) 50 Sekunden vor dem
Scan gespritzt. Bei einer durchschnittlichen Bilderzahl von 420 ergab sich in der Re-
konstruktion die Voxelgröße von 0,2mm3 und ein field of view von 102x102x84mm3.
Die Rekonstruktion wurde mit einem Linux basierten Netzwerk aus 7 Dual Core
2,2GHz Prozessor PCs und einem cone beam gefilterten Rückprojektionsalgoritmus
ausgeführt. Die Rekonstruktionszeit betrug ungefähr 13 Minuten. Die Darstellung
der Bilder erfolgte auf einer Advantage Workstation, Version 4.1 der Firma GE Me-
dical Systems, basierend auf einem Linux-PC mit Dual Core 2,2GHz Prozessor und
4GB RAM. Die Auswertung erfolgte in der Maximum Intensity Projection (MIP)
und Volume Rendering Darstellung, betrachtet wurden sowohl die dreidimensionale
Rekonstruktion, als auch die sagittale, axiale und coronare Schnittebenen.
Abbildung 3.7: In dieser Arbeit benutzte Terminologie der Schnittebenen
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3.5 Ende der Versuchszeiträume
Es gab zwei Versuchszeiträume: Vier und 26 Wochen. Wenn jedoch vor Ende der
6 Monate der knöcherne Schluss des Osteotomiespaltes bei einem Leerdefekt fest-
gestellt wurde, führte dies automatisch zum Abbruch des Versuchs. Am Ende eines
Versuchszeitraums wurden die Kaninchen euthanasiert, der linke Femur entnommen
und dieser in Formalin konserviert.
3.5.1 Euthanasie
Die Vorbereitungen zur Euthanasie der Kaninchen verliefen genau so wie zur Ope-
ration: Zuerst wurden die Kaninchen mit Atropin (s. Tabelle 3.2, Seite 21) prämedi-
ziert und dann die Narkose durch intramuskuläre Gabe von Ketamin und Rompun
eingeleitet. Allerdings wurden hier immer die Maximaldosen verabreicht. Nach Ein-
tritt der Narkose wurde der intravenöse Zugang (Vasofix Braunüle 20G, B.Braun,
Melsungen, Deutschland) gelegt.
Da es für die histologischen Auswertungen des Heilungsprozesses essentiell war,
dass der Knochen möglichst frein von Blut- bzw. Erythrozyten war, mussten die
Tiere perfundiert werden. So wurde bei den in tiefer Narkose liegenden Kaninchen
die Bauchdecke eröffnet und bis zur Vena cava inferior präpariert. In diese wurde
in Richtung des Herzens ein großlumiger Zugang gelegt und NaCl angeschlossen.
Ungefähr ein Zentimeter distal des Zugangs wurde dann die Vene mit einem Skalpell
punktiert und das austretende Blut aufgesaugt. Es wurde mit NaCl perfundiert bis
die Leber eine sandartige Farbe hatte.
Dann wurde das Abdomen wieder verschlossen, das linke Femur inklusive Binde-
gewebe entnommen sofort in 10-prozentige Formalinlösung gelegt und dort bis zur
weiteren Untersuchung belassen. Die Formalinlösung wurde mindestens zehn Tage
täglich gewechselt und auf dem Agitator bewegt.
3.6 Herstellung der histologischen Präparate
Bei Zähnen und Knochen, aber auch bei metallischen und keramischen Implantaten
hat die Härte dieser Materialien früher eine wesentliche Erschwernis der histolo-
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gischen Untersuchung bedeutet. Man konnte entweder Schliffpräparate von unein-
gebetteten Hartgeweben untersuchen, musste dabei aber auf zelluläre Details und
den Erhalt der Weichgewebe verzichten oder der Knochen musste zuerst einer De-
mineralisation unterzogen werden bevor er in routinehistologischen Verfahren z. B.
mit Paraffin eingebettet werden konnte. Mit dem Entkalken gehen aber wertvolle
Informationen über den Zustand der Knochenmatrix verloren.
Durch die Einführung von geeigneten Kunstharzen konnte für die optimale Erhal-
tung von Hart- und Weichgeweben und Zellen gesorgt und zugleich die Schneidfähig-
keit der Proben mit Hartmikrotomen oder Trenn-Dünnschliffverfahren erzielt wer-
den. Diese Techniken wurden aus der Mineralogie und Metallurgie übernommen und
so können mit ihnen auch metallische und keramische Implantate zusammen mit dem
Knochen in situ untersucht werden. Erstmals wurde 1949 von Pucket Methacrylat
eingesetzt, dass aber zu hart und brüchig war und deshalb nur mit Sägemikrotomen
bis zu einer minimalen Dicke von 25µm geschnitten werden konnten.
Durch Kombination von Polymethylmethacrylat (PMMA) und Weichmachern
wie Polyäthylenglykol 1500 [6], Dibutylphthalat [71] und/oder Plastoid N [7] ent-
stand das bis heute weitverbreitete Einbettungsmedium für unentkalkte Knochen-
schnitte. Hier kann das Sägemikrotom durch ein Mikrotom mit Hartstahlmesser
ersetzt werden und es sind Dicken bis zu 10µm möglich.
Das hier verwandte Technovit 9100 Neu der Firma Kulzer ist eine Weiterent-
wicklung des von Donat propagierten Technovit 7200 [14]. Es besitzt ein erweitertes
Spektrum in der Lichtmikroskopie und soll auch mit dem Mikrotom zu schneiden
sein.
3.6.1 Schneiden, Entwässerung und Entfettung
Es wurden der proximale und distale Teil des Femurs entfernt, so dass nur noch der
diaphysäre Teil um den Osteotomiespalt übrig blieb. Danach wurden die Präparate
12 Stunden lang gewässert um das Formalin auszuspülen. Jetzt konnten die Proben
in einer aufsteigenden Alkoholverdünnungsreihe entwässert werden (s. Tabelle 3.3,
Seite 28).
Zur Entfettung der Knochenstücke wurden diese für 48 Stunden in Xylol und
dann für weitere 48 Stunden in eine Xylol/Technovit-Mischung zur Vorbereitung auf
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1. Alkohol 70% 24 Stunden
2. Alkohol 80% 24 Stunden
3. Alkohol 90% 24 Stunden
4. Alkohol 100% 24 Stunden
5. Alkohol 100% 24 Stunden
6. Xylol 24 Stunden
7. Xylol 24 Sunden
8. Xylol/Technovit®1:1 24 Stunden
9. Xylol/Technovit®1:1 24 Stunden
Tabelle 3.3: Schritte zur Entwässerung und Entfettung
die Einbettung eingelegt. Da eine sorgfältige Entwässerung und Entfettung von aus-
schlaggebener Bedeutung für eine gute Durchtränkung und Polymerisation sind [64],
wurden alle Medien regelmäßig gewechselt und unter Agitation auf dem Schüttler
verwendet.
3.6.2 Einbettung
Nach Abschluss der Fixation und Verdünnungsreihe erfolgte die Einbettung der Kno-
chenproben in Technovit 9100 Neu (Kulzer). Dafür musste zuerst die Basislösung
von Technovit 9100 entstabilisiert werden. Es wurden 50g Aluminiumoxid in eine
Chromatographiesäule gefüllt. Dann wurde die Technovit 9100 Basis hinzugegeben.
So konnte die Säule 3-4 Liter Basislösung entstabilisieren. Die entstabilisierte Lösung
wurde dann direkt weiterverarbeitet und bei 4℃ aufbewahrt oder bei -15 bis -20℃
im Tiefkühlschrank gelagert. Aus ihr wurden in Kombination mit den anderen vier
Komponenten alle Gebrauchslösungen hergestellt (s. Tabelle 3.4, Seite 29).
Zur weiteren Vorbereitung der Einbettung durchliefen die Knochen noch für je-
weils zweimal 24 Stunden das Präinfiltrations- und das Infiltrationsmedium. Dabei
wurden sie bei 4℃ gelagert. Zur Einbettung wurde die Polymerisationslösung aus
den Stammlösungen A und B hergestellt. Hierzu wurden 9 Teile Stammlösung A
zu einem Teil der Stammlösung B gegeben und mit einem Rührer gemischt bis das
Gemisch schlierenfrei war. Dann wurde die Polymerisationslösung über die Knochen-
proben in verschließbare Plastikgefäße gegossen. Um Luftblasen aus dem Gemisch
zu entfernen wurden die Proben für 10 Minuten im Exsikator einem leichten Va-
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Materialnummer 1 2 3 4 5
Bezeichnung Basislösung PMMA-
Pulver
Härter 1 Härter 2 Regler
Präinfiltration 200ml 1g
Infiltration ad 250ml 20g 1g/2g*
Stammlösung A ad 500ml 3g/4g*
Stammlösung B ad 50ml 4ml 2ml
* Bei Verwendung von stabilisierter Basislösung
Tabelle 3.4: Herstellung der Gebrauchslösungen aus den Technovit 9100 Neu
kuum ausgesetzt. Danach wurden die Gefäße mit einer Polyäthylenfolie (Fa. Kobe,
Marburg) und dem passenden Deckel luftdicht verschlossen und zum Polymerisieren
bei -20℃ mehrere Tage bis zum Aushärten gelagert.
3.7 µ-CT
Um die diaphysären Femurknochen mikroradiologisch untersuchen zu können, muss-
te zuerst das verbleibende Osteosynthesematerial entfernt werden. So wurden Platte
und Schraubenreste mit einem Diamantrotationssystem (Fa. Exakt, Norderstedt)
abgetrennt. Die maximale Größe der Knochenprobe durfte eine Kantenlänge von
2cm nicht überschreiten und so wurden die eingebetteten Knochen dem entspre-
chend zurechtgeschnitten, jedoch ohne dass der Osteotomiespalt beschädigt wurde.
Für die Aufnahmen wurde das µ-CT Skyskan1072 (Fa. Skyskan, Aartselar, Bel-
gien) benutzt. Die Röntgenröhre arbeitete mit einer Spannung von 100kV und ei-
ner Stromstärke von 0,1mA, die Fokusgröße betrug 8µm. Die Detektorengröße war
1024x1024 (12bit CCD-Detektor), die Pixelgröße bei maximaler Vergrößerung be-
trug 2µm. Zur Rekonstruktion wurde ein Cone-Beam-Algorithmus benutzt. Zur ge-
naueren Beschreibung der Technologie des µ-CTs siehe Engelke et. al. [17].
3.8 Herstellung der histologischen Präparate
Dank der Entwicklung von geeigneten Einbettungskunststoffen ist es mittlerwei-
le möglich, histologische Präparate aus unentkalkten Knochen herzustellen. Aus
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dem eingebetteten Knochen können entweder mit dem Mikrotom Schnitte oder mit
der Trenn-Dünnschliff-Technologie Schliffe hergestellt werden. Das hier angewand-
te Trenn-Dünnschliffverfahren hat bei vergleichbarer Zellerhaltung gegenüber dem
Schneiden mit dem Mikrotom den Vorteil der besseren Strukturerhaltung. So bleibt
bei unentkalkten Hartgeweben der für die Beurteilung sehr wichtige Mineralgehalt
erhalten [64].
Die von Donath [14] etablierte Methode der Herstellung von Dünnschliffen aus
Hartmaterialien wurde für die Herstellung der histologischen Schnitte übernommen.
Statt des Einbettkunststoffes Technovit 7200 wurde aber das neuere Technovit 9100
Neu (s.o.) verwendet.
3.8.1 Vorbereitung
Zunächst wurde der Knochenblock in der Frontalebene möglichst planparallel ge-
schliffen. Da dies aber schon durch das Zurechtschneiden für die Mikro-CT meist
hinreichend erreicht wurde, wurden die Seiten nur noch im Exakt-Mikroschleifsystem
mit 1000er Schleifpapier geglättet. Pro Präparat wurden dann bei einem Objekt-
träger eine Seite angeschliffen und bei einem weiteren die Kanten glattgeschliffen,
um später eine bessere Haftung des Kunststoffes bzw. ein Ansaugen an die Vaku-
umpumpe zu ermöglichen.
3.8.2 Das Trenn-Dünnschliff System
Exakt-Vakuum-Klebevorrichtung zur planparallelen Aufblockung
Die Klebevorrichtung besteht aus zwei parallelen Platten, die auf einer Achse zu-
einander verschieblich sind. Auf der Unterseite der Deckplatte befindet sich eine
Vakuumeinrichtung um dort Objektträger zu befestigen. Auf die Bodenplatte wur-
de der Kunststoffblock mit der zu untersuchenden Seite nach unten gelegt. Unter
der Deckplatte wurde der Objekträger mit der angeschliffenen Seite nach unten an-
gebracht.
Dann wurde der Drei-Komponenten-Kunststoff Technovit 4000 (Kulzer, s. Ta-
belle 3.5, Seite 31) angemischt. Dieser wurde dann auf die Oberfläche des Kunst-
stoffblocks angebracht und die Deckplatte soweit abgesenkt, dass das Technovit
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Materialnummer 1 2 3
Bezeichnung Sirup 1 Sirup 2 Pulver
Nach Gewicht 2 Teile 1 Teil 2 Teile
Nach Volumen 2 Teile 1 Teil 2 Teile
Tabelle 3.5: Herstellung des Technovit 4000 Kunststoffes
4000 großflächig den Objektträger berührte. Nach einer Aushärtezeit von 8-10 Mi-
nuten konnte der Kunststoffblock mit dem parallel zur Blockoberfläche montierten
Objektträger entfernt werden. Jetzt konnte die so vorbereitete Probe im Exakt Mi-
kroschleifsystem komplett planparallel geschliffen werden.
Exakt-Präzisions-Klebepresse
Mit dieser Vorrichtung wurde der endgültige Objektträger mittels des lichthärtenden
Klebers Technovit 7210 VLC (Kulzer) am Kunststoffblock befestigt. Vorher musste
jedoch die Dicke des aufgebockten Blocks mit Objektträger gemessen werden. Da-
zu wurde eine Mikrometerschraube mit Digitalanzeige (Mitutoyo) verwendet. Nach
Kleben und Vermessen des endgülten Objekträgers konnte so die Klebeschichtdicke
ermittelt werden.
Die verwendete Klebepresse funktioniert nach demselben Prinzip wie die oben
beschriebene Klebevorrichtung. Da hier aber lichthärtender Kleber verwendet wur-
de, war die Deckplatte aus Plexiglas und es war eine UV-Lampe im Gerät integriert.
Der endgültige Objektträger wurde mit der Vakuumeinrichtung an der Unterseite
der Deckplatte befestigt. Der mit Technovit 4000 am ersten Objektträger befestigte
Block wurde dünn mit Technovit 7210 VLC bestrichen, auf die bewegliche Boden-
platte der Klebepresse gelegt und an den endgültigen Objektträger gedrückt. Durch
die durchsichtige Deckplatte wurde kontrolliert, ob die Klebeschicht blasenfrei war.
Mit der einzuklappenden UV-Lampe wurde der Photopolymerisationvorgang gest-
artet. Dieser war nach 8-10 Minuten abgeschlossen.
Jetzt wurde die Gesamtdicke des Blockes mit den zwei angeklebten Objekt-
trägern gemessen. Dieser Wert minus den zwei zuvor ermittelten (Dicke des Blocks
mit erstem Objektträger und Dicke des endgültigen Objektträgers) ergab die Kle-
beschichtdicke des lichthärtenden Klebers.
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Exakt-MCP-Trenn-Schleifsystem
Mit der Diamantsäge des Exakt-MCP-Trenn-Schleifsystems wurde der Trennschnitt
hergestellt. Der Block wurde mit dem endgültigen Objektträger an der Vakuum-
platte des Systems befestigt und das Sägeblatt an den Objektträger herangeführt,
bis ein minimaler Kontakt bestand. Dann wurden Objektträger und Sägeblatt par-
allel zueinander ausgerichtet und die Sägeschichtdicke auf 200µm inklusive der Kle-
beschichtdicke eingestellt. Bei maximaler Rotationsgeschwindigkeit und ständiger
Kühlung wurde dann der Trennschnitt vom Hauptblock abgetrennt. Danach wurde
die Dicke des Trennschnitts gemessen, diese ergab sich aus der Dicke des endgülti-
gen Objektträgers und der Klebeschichtdicke abgezogen von der Gesamtdicke des
Präparats.
Herstellung des endgültigen Dünnschliffpräparats
Am Exakt-Mikroschleifsystem wurde dann das Präparat auf die Zieldicke von 80µm
geschliffen und mit feinkörnigem Papier poliert. Auch hier fand die Befestigung
am System über eine Vakuumpumpe statt und die Dicke wurde ständig durch eine
Mikrometerschraube kontrolliert.
3.8.3 Färben des Dünnschliffs
Zur Beurteilung des Knocheneinwachsverhaltens und Kontrolle der Ergebnisse des
Mikro-CTs wurden die Schliffe Toluidinblau gefärbt. Die Färbelösung wurde nach
dem Rezept von Donath [14] angesetzt:
1. Lösung A
• 800ml Aq. dest.
• 8g Na-Tetraborat (Merck)
• 8g Toluidinblau
• 15min mit dem Magnetrührer mischen
2. Lösung B
• 200ml Aq. dest.
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• 2g Pyronin G (Waldeck)
• 15min mit dem Magnetrührer mischen
3. Lösung A und B werden 15min auf dem Magnetrührer vermischt und dann
zweimal filtriert
Diese Färbung bietet gute Differenzierungsmöglichkeiten durch metachromatische
Farbeffekte. Mineralisierter Knochen stellt sich ungefärbt bis blassblau dar, Zel-
len, Zellkerne, Osteoidsäume, Kittlinien und Kollagenfasern sind blau, Mastzellen-
granula, Knorpelmatrix und frühe Wundheilungsareale metachromatisch rotviolett
gefärbt. Färbevorgang:
1. 10min 30%iges Wasserstoffperoxid
2. Spülen in Aq. dest.
3. 15min Toluidinblau-Färbelösung
4. Spülen unter fließendem Wasser
3.8.4 Histologische Auswertung
Die histologischen Präparate wurden mit einem Leica Mikroskop ausgewertet (Leica
DMRX). Dabei wurde die Schnitte unter Auflicht, Durchlicht und polarisiertem
Licht betrachtet.
3.9 Datenauswertung
Um die Möglichkeiten und Reliabilität des Volumen-CTs zur in vivo Beurteilung des
Einwachsverhaltens von Knochen beurteilen zu können, wurden als Vergleichsmöglich-
keit Histologie und µ-CT als etablierte ex vivo Methoden durchgeführt (s.o.). Um
eine Verfälschung der Ergebnisse zu verhindern, wurden die drei Untersuchungsme-
thoden von drei verschiedenen Gruppen ausgewertet. Die histologischen Präparate
wurden nach Anfertigung in unserer Arbeitsgruppe in Marburg in Ulm durch die
Arbeitsgruppe qualitativ ausgewertet.
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Die Daten aus dem µ-CT wurden in Regensburg durch zwei unabhängige Ex-
perten beurteilt: Ein Radiologie und ein Unfallchirurg bewerteten die Datensätze
qualitativ und quantitativ. Dabei wurde in der quantitativen Auswertung der Mine-
ralisationsgrad in zwei Stufen eingeteilt. Erstens keine oder nur sehr unvollständige
Mineralisation und zweitens mehr als 30% des Defektlumens füllende Mineralisation.
Diese Auswertung wurde ohne Kenntnis der histologischen Ergebnisse durchgeführt.
Schließlich wurden von unserer Marburger Arbeitsgruppe die Volumen-CT Auf-
nahmen ausgewertet, ohne Kenntnis der histologischen und der Ergebnisse aus dem
µ-CT. Auf Grund der komplexen Fragestellungen wurde in zeitlicher Reihenfolge je-
des Volumen-CT eines Tieres betrachtet und mit speziellem Augenmerk auf Osteo-
synthese, Scaffold, Knochenwachstum, eventuell auftretende Infektion oder zentrale
Nekrose beurteilt. Erst nachdem alle Volumen-CTs ausgewertet waren, wurden die




4.1 Verlauf des Versuchs
4.1.1 Vorversuche
In den Vorversuchen sollten die Operationen zum Einsetzen des Scaffolds und die Os-
teosynthese erprobt werden. Während die Operationen problemlos verliefen, kam es
zu einer sehr hohen Quote von Osteosyntheseversagen. Bei 10 von 14 (71%) Kanin-
chen kam es innerhalb der ersten zwei Wochen post-OP zu einem Schraubenausriss.
Meist rissen alle drei Schrauben inklusive der Platte komplett aus dem proximalen
oder - häufiger - distalen Femurteil aus. Die Schrauben hatten in der Platte zuviel
Spielraum und so wurde durch die Bewegung der Schrauben der Schraubenkanal
im Knochen stark erweitert und die Osteosynthese verlor ihre Stabilität. Es kam
nie zu einem Materialversagen im Sinne von Schrauben- oder Plattenbruch. Um
dieser Problematik zu begegnen, wurde die verwendete Osteosynthese auf das oben
beschriebene winkelstabile Plattensystem (Stryker, siehe Abschnitt 3.3.1, Seite 19)
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umgestellt und die New Zealand White Rabbits durch Chinchilla Bastard Kanin-
chen ersetzt, die eine für diese Versuche bessere Knochenqualität haben sollten [15]
(siehe Abschnitt 3.1, Seite 16.
4.1.2 Versuchsgruppen
Für den gesamten Versuch inklusive aller Versuchsgruppen und -zeiträume wurden
insgesamt 33 Tiere operiert. Davon konnten 19 in die Auswertung aufgenommen
werden. Bei den 14 ausgefallenen Tieren war der oben beschriebene Schraubenaus-
riss die häufigste Ursache (6 Tiere, bzw. 18% aller operierten Tiere). Weitere Ursa-
chen waren bei einem Tier eine postoperativ aufgetretene Paraplegie, zwei unklare
Todesfälle und ein Abknicken der Osteosyntheseplatte. Vier Versuchstiere aus der
Versuchsgruppe der mit allogenen Zellen besiedelten Scaffolds starben bei der Kon-
trastmitteluntersuchung im fpvCT (siehe Abschnitt 4.3.1, Seite 42). Diese konnten
zwar nicht in die definierten Versuchszeiträume aufgenommen werden, wurden aber
trotzdem mit ausgewertet.
Zuerst wurde die Versuchsreihe mit unbesiedelten Scaffolds gestartet. Die knöcher-
ne Integration sollte mittels nativem Röntgen durchgeführt werden. Hier schien bei
einem Leerdefekt nach 20 Wochen ein knöcherner Schluss des Osteotomiespaltes vor-
zuliegen (siehe Abschnitt 4.2.3, Seite 41 und Abbildung 4.4, Seite 41). Damit war ein
Abbruchkriterium des Versuchs erfüllt und dieser wurde nach 20 Wochen beendet.
Die Gruppe der mit mesenchymalen allogenen Stammzellen besiedelten Scaffolds
wurde dem entsprechend auch nur 20 Wochen beobachtet, jedoch erfolgte die Ver-
laufskontrolle mit fpvCT. So ergaben sich folgende Versuchsgruppen und -zeiträume
(s. Tabelle 4.1, Seite 38).
Bei allen in den Versuch aufgenommen Tieren und außerdem bei den vier im
fpvCT gestorbenen Tieren wurden ein µ-CT und eine Histologie durchgeführt. Diese
Methoden stellten eine Vergleichbarkeit der Versuchsgruppen sicher. Des weiteren
sollten sie in der Gruppe der mit mesenchymalen, Stammzellen besiedelten Scaffolds






coated and loaded n=3 n=3
Scaffold allogen besiedelt
coated n=1 n=1
coated and loaded n=1 n=1
Leerdefekt
n=1 n=2
Tabelle 4.1: Versuchsgruppen und -zeiträume, n=Anzahl der Tiere
4.2 Projektionsradiographie
Die radiologischen Kontrollen wurden vor allem zur Klärung von drei Fragen durch-
geführt: So sollten die postoperativen Aufnahmen den korrekten Sitz des Scaffolds
im Osteotomiespalt klären, die Verlaufsaufnahmen eine Osteosyntheseinsuffizienz
aufdecken die Defektüberbrückung bei einem Kaninchen aus der Kontrollgruppe -
Osteotomie ohne Einsetzen eines Scaffolds - womit ein Abbruchkriterium des Ver-
suchs erfüllt wäre. Des weiteren sollte der Heilungsprozess dokumentiert werden.
Eine korrekte Untersuchung des Femurs in zwei Ebenen und damit die räumliche
Einschätzung des Geschehens war trotz des Einsatzes eines C-Bogens nicht möglich,
da die Osteosyntheseplatte die Sicht auf die zweite Ebene stark einschränkte und
die Ebenen schwer einzustellen waren. Damit war eine Beurteilung der Defeketüber-
brückung praktisch nicht möglich.
4.2.1 Scaffoldnachweis
In den ersten Aufnahmen eine Woche postoperativ konnte in keinem der Röntgen-
untersuchungen ein Scaffold im Osteotomiespalt nachgewiesen werden. Es zeigte
sich in machen Fällen im Spalt eine unregelmäßige Verschattung, doch war es nicht
möglich diese eindeutig als Scaffold zu identifizieren und deren Begrenzung festzu-
stellen. Also konnte auch nicht der korrekte Sitz der Scaffolds und der Kontakt mit
proximalen und distalen Femuranastomosen gezeigt werden. Die Degradation des
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Scaffolds konnte ebenfalls nicht dargestellt werden (siehe Abbildung 4.1).
Abbildung 4.1: Projektionsradiographisches Röntgen, unbesiedeltes Implantat eine
Woche postoperativ: Es ist kein Scaffold darstellbar, an den Schnittkanten der Anas-
tomosen erkennt man, dass das Femur nicht ideal getroffen ist (rechts proximal)
4.2.2 Osteosyntheseinsuffizienz
Bei vier Tieren kam es zu einer Osteosyntheseinsuffizienz. Hier kam es in drei Fällen
zu einem Herausreißen der Schrauben und in einem Fall zu einem Abknicken der
Platte direkt über dem Osteotomiespalt. Diese Entwicklungen ließen sich sehr gut
zeigen (siehe Abbildung 4.2).
Abbildung 4.2: Projektionsradiographisches Röntgen, unbesiedeltes Implantat, zwei
Wochen postoperativ: Die distalen Schrauben sind ausgerissen (rechts proximal)
4.2.3 Wachstum des Knochens
Auf Grund der oben beschriebenen Probleme in der räumlichen Einschätzung der
untersuchten Femora war auch das Wachstum des Knochens schwer zu beurteilen.
Bei keinem Tier war vier Wochen postoperativ Knochen in den Osteotomiespalt
eingewachsen, nach 10 Wochen war Knochenwachstum im Osteotomiespalt bei allen
Tieren zu erkennen (siehe Abbildung 4.3, Seite 40).
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Abbildung 4.3: Projektionsradiographisches Röntgen, unbesiedeltes Implantat,
Wachstumsverlauf, rechts proximal: Nach 4 Wochen (oben) ist noch kein Knochen in
den Osteotomiespalt eingewachsen, jedoch kann man die Spangenbildung von distal
beobachten, 8 Wochen postoperativ (mitte) findet sich Knochen und nach 20 Wo-
chen (unten) scheint es, als wäre der Spalt fast durchbaut (rechts proximal). Hier
erkennt man auch die schwierige Einstellung der korrekten Ebene
Bei allen Tieren kam es außerhalb des Osteotomiespaltes zu Knochenwachstum.
Es bildeten sich gegenüber der Platte Spangen, die vom distalen Femurteil nach pro-
ximal über den Osteotomiespalt wuchsen. Diese erreichten in mehreren Fällen die
proximale Femuranastomose. Es konnte nicht gezeigt werden, ob es zu einer knöcher-
nen Verbindung der beiden Teile kam. Auch proximal des Osteotomiespalts bildete
sich Knochen, dieser wuchs jedoch nicht über den Osteotomiespalt. Ausgangspunkt
der Knochenbildung schienen die Austrittsstellen der Schrauben zu sein, dies ließ
sich aber anhand des Bildmaterials nicht mit Sicherheit belegen.
Nach 20 Wochen wurde bei einem Leerdefekt der Schluss des Osteotomiespaltes
vermutet, da sich in einer Ebene eine scheinbar durchgängige Kortikalislinie verfolgen
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ließ. Deswegen wurde der Versuch zu diesem Zeitpunkt beendet (siehe Abbildung
4.4).
Abbildung 4.4: Projektionsradiographisches Röntgen, Leerdefekt, rechts proximal:
Nach 20 Wochen scheint der Osteotomiespalt geschlossen, in der zweiten Ebene
(unten) ist eine scheinbar durchgehende Kortikalislinie verfolgbar. Man kann jedoch
auch erkennen, dass der Defekt nicht vollständig ausgefüllt ist (oben)
4.2.4 Zusammenfassung
Auf Grund der eingeschränkten Beurteilbarkeit des räumlichen Geschehens und der
zu geringen Auflösung konnten zentrale Fragen nicht beantwortet werden. Vor allem
war der korrekte Sitz des Scaffolds nicht beurteilbar und die Wachstumsprozesse in
und um den Osteotomiespalt nicht im Detail zu erkennen. Deswegen wurden bei der
folgenden Versuchsgruppe die Verlaufskontrollen mittels fpvCT durchgeführt.
4.3 fpvCT
Das fpvCT diente zur Verlaufskontrolle in der Gruppe der mit allogenen, mesen-
chymalen Stammzellen besiedelten Scaffolds und ersetzte damit die projektionsra-
diographischen Kontrollen. Es sollten mit dieser Methode das Scaffold und dessen
korrekter Sitz im Osteotomiespalt nachgewiesen, die Wachstumsprozesse und die De-
gradation des Scaffolds genauer verfolgt und Gründe für Osteosyntheseversagen ge-
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funden werden. Des weiteren wurde versucht, mittels Kontrastmittelapplikation die
Gefäßversorgung des Femurknochens und eventuell in den Osteotomiespalt einwach-
sende Gefäße darzustellen. Die Auswertung der fpvCT-Bilder wurde ohne Kenntnis
der Ergebnisse aus Histologie und µ-CT vorgenommen. Alle anatomischen Angaben
der Ebene und des Raumes beziehen sich auf den Knochen in situ, wenn es nicht
anders beschrieben wurde. Die Schrauben sind von proximal nach distal von 1-6
durchnummeriert und werden dementsprechend im Text benannt (siehe Abbildung
4.5).
Abbildung 4.5: Nummerierung der Schrauben
4.3.1 Verlauf
Alle Tiere der Versuchsgruppe der mit mesenchymalen allogenen Stammzellen besie-
delten Scaffolds (insgesamt 11 Tiere) wurden mit dem fpvCT untersucht. Es wurde
immer ein Scan mit und ein Scan ohne Kontrastmittelapplikation vorgenommen
(siehe Abschnitt 3.4.2, Seite 26). Der erste Scan wurde zwei Wochen, der zwei-
te vier Wochen postoperativ durchgeführt. Danach wurden die Kaninchen der 4
Wochen-Versuchsgruppe getötet (insgesamt zwei, eins mit Scaffold coated und eins
mit Scaffold coated and loaded). Ab dann wurden die Untersuchungen im fpvCT in
vierwöchigen Abständen vorgenommen. Drei Tiere konnten auf Grund eines Versa-
gens der Osteosynthese nicht in die Auswertung aufgenommen werden. Im weiteren
Verlauf starben vier Tiere während oder kurz nach der Kontrastmittelapplikation
beim fpvCT. Zwei Tiere, jeweils eines mit Scaffold coated und eines mit Scaffold
coated and loaded, konnten über den gesamten Versuchszeitraum von 20 Wochen
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untersucht werden. Daraus resultieren folgende Untersuchungszeitpunkte (siehe Ta-
belle 4.2).
Es fällt die Häufung von Osteosyntheseversagern in der Gruppe
”
coated and
loaded“ und der Kontrastmittelkomplikationen in der Gruppe
”
coated“ auf. Wie
im folgenden beschrieben, scheinen dies jedoch zufällige Effekte aufgrund der sehr
kleinen Versuchsgruppen zu sein (siehe Abschnitt 4.3.3, Seite 45; Abschnitt 5.3.1,
Seite 78; Abschnitt 5.1.2, Seite 69).
Zeitpunkt des fpvCTs post-OP (w)
Nummer 2 4 8 12 16 20
Scaffolds coated
00154 ja ja Versuchszeitraum 4 Wochen
00155 ja ja ja (d) - - -
00099 ja ja ja (d) - - -
00092 ja ja ja ja ja (d) -
00152 ja ja ja ja ja ja
Scaffolds coated and loaded
00072 ja ja Versuchszeitraum 4 Wochen
00173 ja ja (dd)
00086 ja ja (dd)
00151 ja ja ja (dd)
00156 ja ja ja ja (d) - -
00157 ja ja ja ja ja ja
Tabelle 4.2: Versuchzeiträume nach Scaffoldart; (d) = an diesem fpvCT-Termin nach
KM-Gabe verstorben; (dd) = Osteosyntheseversagen, keine KM-Gabe
4.3.2 Darstellungsmöglichkeiten und Artefakte
Die Datensätze der fpvCT-Untersuchungen wurden an der Workstation in der Ma-
ximum Intensity Projection ausgewertet (siehe Abschnitt 3.4.2, Seite 26). Zuerst
wurde das dreidimensional rekonstruierte Femur betrachtet und dann die Schnitt-
bilder parallel, senkrecht und axial zur Platte. Auf Grund der isotropen Voxel war es
möglich, jede andere beliebige Schnittebene ohne Bildqualitätsverlust einzustellen.
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Abbildung 4.6: Präparat 4 Wochen postoperativ, allogen besiedelt, coated: Darstel-
lung von Kortikalis (links, Pfeil), trabekulärem Knochen im Schenkelhals (mitte,
Pfeile) und Scaffold (rechts, Pfeil)
Die Darstellbarkeit von Knochen erwies sich als sehr gut (siehe Abbildung 4.6):
Neben der Kortikalis konnten auch trabekuläre Strukturen genau betrachtet wer-
den. In den Schnittbildern waren selbst feinste Risse im Knochen und Veränderun-
gen der Knochenstruktur gut erkennbar. Das Scaffold war vor allem zu Beginn klar
abgrenzbar und in seiner Struktur gut zu erkennen. Die Auflösung war jedoch zur
Differenzierung von neu gebildeter Knochenmatrix von der Umgebung nicht hoch
genug. Also konnte die Aktivität der angesiedleten Osteoblasten mittels fpvCT nicht
belegt werden. Des weiteren war die Differenzierung zwischen Knochen und Scaffold
im späten Stadium der Degradation und des Knocheneinwachsens in den Osteoto-
miespalt schwierig.
Artefakte
Insgesamt entstanden nur geringe Artefakte durch das Osteosynthesematerial. Vor
allem die Region um die Platte war durch Schattenbildung des Osteosynthesemate-
rials in den plattenparallelen Schnitten schwer zu beurteilen (siehe Abbildung 4.7,
Seite 44).
In den axialen und den Schnitten senkrecht zur Platte war die Darstellung der
Region direkt unterhalb der Platte problemlos möglich, jedoch wurden hier Schat-
ten der Schrauben abgebildet. Von Schrauben und Platte gingen außerdem strah-
lenförmige Artefakte in einem immer gleichen Muster aus (siehe Abbildung 4.8, Seite
45). Dies schränkte die Beurteilbarkeit aber nicht wesentlich ein. Nur die Beurteilung
des Knochenwachstums direkt neben und über der Platte wurde dadurch behindert.
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Abbildung 4.7: Präparat 4 Wochen postoperativ, allogen besiedelt, caoted: Schat-
tenartefakt der Platte als Aufhellung in einem plattenparallelen Schnitt knapp un-
terhalb der Platte (Pfeile)
Abbildung 4.8: Präparat 4 Wochen postoperativ, allogen besiedelt, coated: Die Ar-
tefakte sind deutlich zu erkennen: Links die Strahlenbildung v.a. durch die Platte
(a, Pfeile) und rechts die Schattenbildung durch die Schraube (b, Pfeil)
4.3.3 Osteosynthese
Auf Grund der vorgegebenen Länge der Osteosyntheseplatten und den minimal vari-
ierenden Femurlängen war die Anpassung bei manchen Operationen problematisch.
Die Platten waren teilweise minimal zu lang für das Femur, so dass sie distal auf
den Kniekondylen zum Liegen kamen. Daraus resultierte ein Abstand von bis zu
einem Milimeter zwischem distalen Femurteil und distaler Platte. Es bestand je-
doch keine Möglichkeit die Länge der Platte der Femurlänge anzupassen. Dies war
bei 5 von 11 Tieren der Fall (45,5%). Bei keinem der Tiere kam es zu sichtbarer
Osteosyntheseinstabilität.
Neben drei totalen Osteosyntheseinstabilitäten (Schraubenausriss, siehe unten)
kam es bei einem Tier (00152, coated) im Verlauf zu einem Abknicken der Platte
um ca. 10 Grad. Wegen der nur geringen Achsabweichung konnte das Tier trotzdem
in die Auswertung aufgenommen werden.
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Haarrisse und Osteosyntheseversagen
Bei acht von elf Kaninchen (73%) traten Haarrisse von den Schraubenein- und/oder
Austrittsstellen ausgehend auf. In fünf Fällen gingen sie von der Schraube distal und
proximal des Osteotomiespaltes aus und zogen in diesen hinein (siehe Abbildung
4.9). Hier fand sich aber keine sichtbare Einschränkung der Osteosynthesestabilität.
Abbildung 4.9: Präparat 4 Wochen postoperativ, allogen besiedelt, coated: Haarriss
an typischer Stelle: Von der Austrittsstelle der Schraube Nr. 3 zum Osteotomiespalt
ziehend (Pfeil)
Abbildung 4.10: Schematische Darstellung der Schraubenausrissstellen und dort auf-
tretender Risse: Die Schraubenaustrittsstellen sind blau, dargestellt, die Osteotomie-
stellen grün. Wenn von der Osteotomie zur 3. bzw. 4. Schraube Haarrisse zogen (hier
orange dargestellt), kam es nicht zu einem Versagen der Osteosynthese. Zogen die
Risse jedoch von der Osteotomie bis zu den Schrauben 1 bzw. 6 (hier rot) kam es im
Verlauf immer zum Ausreissen der Schrauben und zum Versagen der Osteosynthese.
Bei drei Tieren zogen sie sich über die gesamte Länge des betroffenen Femurteiles
und es kam zum Osteosyntheseversagen. Bei allen drei Tieren war das Femur entlang
der Ein- und Austrittsstellen der Schrauben bis zum Osteotomiespalt gespalten, es
kam zu einer starken Erweiterung der Schraubenlöcher. Dadurch fehlte den Schrau-
ben der nötige Halt, sie rissen aus (siehe Abbildung 4.11, Seite 47). Der betroffene
Femurteil dislozierte in den Osteotomiespalt hinein und zerstörte das Scaffold (siehe
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Abbildung 4.12, Seite 48). Zweimal war der distale Femurteil betroffen, einmal der
proximale.
Abbildung 4.11: Präparat allogen besiedelt, coated: Nach zwei Wochen sind die Haar-
risse am distalen Femurteil an Schraubenein- (oben links, Pfeil) und Austrittsstellen
(oben rechts, Pfeil) deutlich zu erkennen. Nach vier Wochen sind die Schrauben-
kanäle stark erweitert und die Schrauben ausgerissen (Mitte links und rechts, Pfeile),
der Femurteil disloziert und der Osteotomiespalt komprimiert (unten, Pfeile)
Ein weiteres Femur wies in der ersten fpvCT-Untersuchung einen den gesamten
proximalen Femur entlang ziehenden Haarriss auf. Dieser war jedoch nicht mit den
Schraubenein- oder Austrittsstellen verbunden, sondern lag um 90 Grad versetzt
anteromedial am Femur. Im Verlauf kam es zu keiner Instabilität, der Haariss wurde
dagegen kürzer.
Knochenabsplitterungen
Es kam bei allen Tieren zu Absplitterungen der Kortikalis an den Schraubenaustritts-
stellen (vor allem an den Schrauben 3-5). Auch kam es zu einer spangenförmigen
Abhebung des Periosts/der Kortikalis distal des Osteotomiespaltes, ebenfalls an den
Schraubenaustrittsstellen(siehe Abbildung 4.13, Seite 48 ).
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Abbildung 4.12: Präparat 4 Wochen postoperativ, allogen besiedelt, coated and loa-
ded: Ausriss der Schrauben aus dem proximalen Femurteil in der dreidimensionalen
Rekonstruktion dargestellt. Deutlich ist auch hier die Dislokation in den Osteoto-
miespalt (rechts proximal)
Abbildung 4.13: Präparat allogen besiedelt, coated and loaded: Abgehobenes Pe-
riost am distalen Femurteil, hier reicht die Spangenbildung von distal nach zwei
Wochen schon fast an die proximale Femuranastomose, deutlich zu erkennen auch
die Kortikalisabsprengung von Schraube Nr. 3 (rechts proximal, links distal)
4.3.4 Scaffold
Das Scaffold war zu Beginn in allen Aufnahmen sehr gut zu erkennen und vom
umgebenden Knochen/Bindegewebe abzugrenzen. Bei allen Tieren war das Scaffold
korrekt im Osteotomiespalt positioniert und lag an der proximalen und distalen Fe-
muranastomose an (siehe Abbildung 4.14, Seite 49). Des weiteren quoll das Scaffold
aus dem Osteotomiespalt heraus. Es kam zu keinem rapiden Schrumpfen des Implan-
tats nach dem Einsetzen und es war keine Reaktion des Gewebes um das Scaffold im
Sinne einer Fremdkörperreaktion darzustellen. Hier hätte man zum Beispiel eine ex-
sudativen Fremdkörperreaktion mit Abszess um das Implantat oder eine chronische
entzündliche Reizung des Knochens mit Resorption und reaktiver Sklerose erwartet.
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Abbildung 4.14: Scaffold allogen besiedelt, coated and loaded, 2 Wochen postope-
rativ im Osteotomiespalt: Im coronaren (links) und sagittalen (rechts) Schnitt liegt
es den Schnittkanten an, befindet sich direkt unter der Platte und quillt nach pos-
teriomedial aus dem Osteotomiespalt heraus
Lufteinschlüsse
Bei drei von acht (37,5%) Kaninchen fielen beim fpvCT zwei Wochen nach der
Operation Lufteinschlüsse im Scaffold auf. Zwei Scaffolds vom Typ coated und ein
Scaffold vom Typ coated and loaded, so dass hier kein Zusammenhang zwischen Luf-
teinschlüssen und Scaffoldart naheliegt. Diese waren zwei Wochen später im fpvCT
nicht mehr nachweisbar (siehe Abbildung 4.15). Bei keinem der Tiere entwickelte
sich eine Infektion.
Abbildung 4.15: Präparat allogen besiedelt, coated: Nach zwei Wochen (links, Pfeil)
sind Lufteinschlüsse im Scaffold zu erkennen, nach vier Wochen (rechts) sind sie
nicht mehr nachweisbar
Degradation
Auf Grund der exzellenten Darstellbarkeit des Scaffolds im Osteotomiespalt konn-
ten auch Veränderungen der Scaffolds im Zeitverlauf sehr gut dargestellt werden.
Der Prozess lief immer gleich ab: Beim ersten fpvCT zwei Wochen postoperativ
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war die Architektur des Scaffolds sehr gut darstellbar. Der Aufbau aus miteinan-
der verbundenen, makroporösen Poren war optimal einzusehen. Das Scaffold war
im gesamten Osteotomiespalt gleichmäßig röntgendicht, jedoch deutlich weniger als
der kortikale Knochen. Nach vier bis acht Wochen kam es zur einer Vergröberung
bzw. Verplumpung der Struktur. Der Aufbau des Scaffolds wurde unregelmäßiger,
es gab Regionen höherer und niedrigerer Dichte. Außerdem war das Scaffold leicht
geschrumpft und entrundet, füllte aber noch den Osteotomiespalt aus. Bei der nächs-
ten fpvCT-Untersuchung war das Scaffold deutlich verkleinert und meist in seiner
Struktur nicht mehr erkennbar. Noch später waren nur noch Restpartikel im Os-
teotomiespalt zu erkennen, von denen im fpvCT nur noch vermutet werden konnte,
dass sie Scaffoldreste waren (siehe Tabelle 4.3, Seite 51).
Abbildung 4.16: Oben Scaffold coated und unten Scaffold coated and loaded nach
2, 4, 8 und 12 Wochen: Man erkennt deutlich den früheren Beginn der Veränderung
des unteren Scaffolds
Dabei fiel ein Unterschied zwischen den Scaffolds coated und den Scaffolds coa-
ted and loaded auf: Während bei den Scaffolds coated erst nach zwei Monaten
deutliche Veränderungen zu beobachten waren, wurden gleiche Phänomene bei den
Scaffolds mit einer zusätzlichen nanoporösen Kalziumphosphatpartikelschicht (coa-
ted and loaded) schon nach einem Monat beobachtet (Abbildung 4.16 und Tabelle
4.3, Seite 51). Es liegt die Vermutung nahe, dass diese beobachteten Veränderungen
einer Degradation entsprechen. Dies konnte jedoch mittels fpvCT nicht eindeutig
belegt werden, da die verschiedenen Kalziumphsophatphasen nicht voneinander zu
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unterscheiden sind. Des weiteren ist das PLGA im Scaffold Mangels Röntgendichte
gar nicht darstellbar. Es könnte sich also auch um eine Schrumpfung des Scaffolds
im Zeitverlauf handeln.
Veränderungen Scaffold
Zeit(w) coated coated and loaded
2 keine keine
4 keine Scaffold verkleinert, vergröbert
8 Scaffold verkleinert, vergröbert deutliche Verkleinerung
12 deutliche Verkleinerung Reste verbleiben
16 Reste verbleiben evtl. noch Reste erkennbar
20 evtl. noch Reste erkennbar
Tabelle 4.3: Veränderungen der Scaffolds, Zeit post-OP
Im fpvCT konnte keine knöcherne Verbindung zwischen Scaffold und einwach-
senden Knochen gezeigt werden. Im Verlauf enstanden in allen Scaffolds Sklerose-
zonen, es war mit dieser Methode jedoch nicht differenzierbar, ob es sich um Kalzi-
umphosphatanteile des Scaffolds oder neugebildete Knochenmatrix handelte (siehe
Abschnitt 4.3.6, Seite 54). So konnte folglich die Osteokonduktivität der Scaffolds
nicht belegt werden.
4.3.5 Gefäßversorgung
Um die Gefäßversorgung in und um den Knochen darzustellen und eventuelle Gefäßpro-
liferationen nachweisen zu können, wurden neben den Nativaufnahmen an jedem
Termin zusätzliche Kontrastmittelaufnahmen angefertigt. Es war jedoch nicht möglich,
kleine Gefäße im Bereich des Femurs und Gefäßproliferationen darzustellen. Auch
aufgrund der Todesfälle nach Kontrastmittelapplikation wurde diese Untersuchungs-
methode nach 16 Wochen eingestellt.
Auf der anderen Seite wurde bei keinem Tier eine zentrale Nekrose nachgewie-
sen. Es waren bei allen Scaffolds Gangbildungen nachweisbar, die auf einwachsende
Gefäße hindeuten könnten. Diese Gänge könnten jedoch auch anderen Ursprungs
gewesen sein, z.B. durch Degradation oder Infektion bedingt.
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4.3.6 Heilungsprozess und Knochenwachstum
Auf Grund der schon oben beschriebenen detaillierten Darstellbarkeit des Knochens
im fpvCT konnten der Heilungsprozess und das Wachstumsverhalten genau nach-
vollzogen werden. Es kam bei keinem der Versuchstiere zu einem knöchernen Schluss
des Defekts, jedoch fielen wiederkehrende Wachstumsmuster auf.
Knochenspangen
Wie oben schon beschrieben, kam es bei allen Tieren zu Knochenabsplitterungen an
den Schraubenaustrittsstellen und auch zu spangenförmigen Abhebungen des Peri-
osts distal des Osteotomiespaltes (siehe 4.3.3, Seite 47). Manche Knochenabsplit-
terungen führten zu extraossären Verknöcherungen, jedoch ohne Vergrößerungsten-
denz. Das distal des Osteotomiespaltes abgehobene Periost verknöcherte und eine
schmale Knochenspange wuchs immer und ausschließlich nach proximal in Richtung
des Osteotomiespaltes.
Von acht Tieren entwickelten alle die oben beschriebene Spangenbildung von
distal nach proximal ziehend. Die Hälfte der Kaninchen (vier) konnten mit diesen
Spangen den Defekt außerhalb dvon Knochen und Scaffold überbrücken, es kam je-
doch nicht zum Zusammenschluss mit dem proximalen Teil des Femurs. Dabei lag
die Spange dem Scaffold zu Beginn sehr nah an. Ein minimaler Restspalt zwischen
Knochenspange und proximalen Femur blieb immer erhalten. Bei den anderen Ver-
suchstieren reichten die Spangen nicht über den Osteotomiespalt, bei einem war sie
zu einem Drittel, bei zwei weiteren zu zwei Dritteln über den Osteotomiespalt ge-
wachsen. Meist lagen die Spangen posterio-medial des Femurs, also genau gegenüber
der Platte (siehe Abbildung 4.17, Seite 53). Die Phase des stärksten Wachstums der
Knochenspangen war in den ersten acht Wochen. Danach veränderte sich ihre Länge
nur noch minimal.
Von den proximal des Osteotomiespalts abgesplitterten Knochen kam es nie zu
einem Wachstum über den Osteotomiespalt. Bei vier Tieren kam es zu diesen pro-
ximalen Absplitterungen (an Schraube Nr. 3). Hier wuchs der abgesprengte Kno-
chen nicht stark wie distal des Osteotomiespaltes, sondern wurde in 3 von 4 Fällen
abgebaut. Nur in einem Fall wurde der Knochen minimal weiter aufgebaut (siehe
Abbildung 4.17, Seite 53).
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Abbildung 4.17: Femur mit Scaffold allogen besiedelt, coated and loaded im Zeitver-
lauf nach zwei (oben), vier (mitte) und acht (unten) Wochen: Die Spange von distal
wächst über den Osteotomiespalt während das proximale Knochenstück abgebaut
wird (s. Pfeile, rechts proximal, links distal)
Knochenbildung im Osteotomiespalt
Neben diesem Knochenwachstum außerhalb des Osteotomiespaltes und des Scaffolds
kam es bei allen Tieren zum Einwachsen von Knochen in den Osteotomiespalt.
Schon zwei Wochen postoperativ war eine Proliferationsreaktion des Endosts an
der proximalen Femuranastomose zu beobachten (bei 7 von 8, 87,5%). Wachstum
von Knochen in den Osteotomiespalt begann 4 Wochen nach der Operation (4 von 8,
50%) - monokortikal direkt unterhalb der Platte von proximal. Zu diesem Zeitpunkt
waren bei allen Tieren (8 von 8) endostale und augenscheinlich periostale Reaktio-
nen an der proximalen Femuranastomose nachweisbar. Vom Periost gingen feine,
knöcherne Bänder aus, bei zwei Tieren auch von der distalen Femuranastomose (2
von 8, 25%)
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Acht Wochen postoperativ waren bei allen untersuchten Tieren an beiden Anas-
tomosen endostale und periostale Reaktionen und Knocheneinwuchs in den Osteo-
tomiespalt von proximal und distal nachweisbar (6 von 6, 100%).Das Wachstum
erfolgte stärker von proximal. Egal ob von proximal oder distal, am meisten Kno-
chen bildete sich direkt unterhalb der Platte. Bei drei Tieren (3 von 6, 50%) schlu-
gen die feinen, vom Periost ausgehenden Knochenbänder nach innen in Richtung
Markraum um. Am meisten Knochen wurde in den Wochen 8 bis 12 gebildet. In
diesem Zeitraum wurde bei den vier verbliebenen Tieren fast ein knöcherner Schluss
direkt unterhalb der Platte erreicht, eine winzige Lücke blieb jedoch immer beste-
hen. Die restlichen zwei Drittel des Osteotomiespales blieben - radiologisch gesehen
- leer, bzw. mit Scaffoldresten gefüllt. Die vom Periost ausgehenden Knochenbänder
bildeten nun - nach 12 Wochen - Kappen über den Markräumen und schlossen sie
so bei allen vier Tieren zu über 80% ab. Danach war bei den verbleibenden Tieren
(eins für weitere vier, zwei für weitere acht Wochen) bis zum Versuchsende nur noch
sehr geringes Wachstum im Osteotomiespalt zu beobachten (siehe Abbildung 4.18,
Seite 55).
Der in den Osteotomiespalt einwachsende Knochen schien - obwohl in der Ope-
ration das Periost abpräpariert wurde - immer vom Endost und Periost der Femura-
nastomosen auszugehen.
Um auf Knochenbildung im Scaffold schließen zu können, wurde auf Sklerose-
zonen geachtet. Im Scaffold konnten bei sechs von acht Kaninchen im Verlauf des
Versuch, aber immer vor Beginn der Degradation, Sklerosen nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 4.19, Seite 56). Diese waren sehr klein und im Scaffold gleichmäßig
verteilt. Solche Verschattungen ließen die Vermutung auf neugebildete Knochenma-
trix zu, jedoch kommen auch verschiedene andere Möglichkeiten in Betracht (siehe
Diskussion
”
Zellbesiedelung und Kalzifizierung“, Kapitel 5.4.1, Seite 87). Nach Be-
ginn der Degradation konnten bei allen verbliebenen Tieren (6 von 6) deutliche
Sklerosezonen im Scaffold mit dem fpvCT nachgewiesen werden. Knochenbildung
im Scaffold konnte aber nicht eindeutig gezeigt werden, eine Differenzierung der
Verschattungen war nicht möglich.
4. Ergebnisse 55
Abbildung 4.18: Präparat allogen besiedelt, coated and loaded: Wachstumsverlauf
in coronaren Schnitten (links) und dreidimensionaler Rekonstruktion (rechts) im
zeitlichen Verlauf (zwei bis 20 Wochen von oben nach unten): Zuerst kommt es zu
endostalen Proliferationen, dann Wachstum von Peri- und Endost aus mit Kappen-
bildung, stärkstes Wachstum zwischen vier und zwölf Wochen postoperativ, danach
kaum noch Progress (rechts proximal, links distal)
Remodeling
Es kam nicht nur zu Knochenneubildung im und um den Osteotomiespalt. Auch
der
”
alte“ Knochen veränderte sich und wurde vor allem rund um den Osteotomie-
spalt einem starken Umbauprozess unterzogen (
”
Remodeling“). Besonders betroffen
waren die Bereiche um Schrauben und Platte.
Zuerst kam es zu oben beschriebener Proliferation des Endosts um die drit-
te Schraube (bei sieben von acht Kaninchen nach zwei Wochen, siehe Abschnitt
Knochenbildung im Osteotomiespalt, Seite 53). Des weiteren zeigte sich früh eine
vermehrter Anbau von Knochen um die Schraubeneintrittsstellen. Zuerst geschah
dies am proximalen Femurteil, nach acht Wochen war bei allen Tieren sowohl am
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Abbildung 4.19: Präparat allogen besiedelt coated: Eine größere und mehrere klei-
nere Sklerosezonen in diesem Scaffold zwei Wochen postoperativ (s. Pfeile, axialer
Schnitt)
proximalen, als auch am distalen Teil eine vermehrte Knochenbildung um die Ein-
trittsstellen zu beobachten (siehe Abbildung 4.20, Seite 57). Bei allen Tieren kam
es auch zu einem Anbau um die Schraubenaustrittsstellen und die die Kortikalis
durchstossende Schraubenspitze. Hier waren die vier Schrauben um den Osteoto-
miespalt (Nr. 2-5) am häufigsten betroffen, allerdings ohne eindeutiges zeitliches
Verteilungsmuster.
Ein anderes Phänomen war die Knochenbildung um die Osteosyntheseplatte. Bei
allen Tieren kam es im Verlauf zum Wachstum des Knochens um die Platte, jedoch
wurde die Platte nie von Knochen komplett eingeschlossen. Das Wachstum betraf
vor allem die schmalen Plattenabschnitte zwischen den Schraubenlöchern (siehe Ab-
bildung 4.20, Seite 57). Das genaue Ausmaß war wegen der oben beschriebenen
Artefakte durch die Platte schwierig zu beurteilen. Es ließ sich kein regelmäßiges
Muster beschreiben. Des weiteren kam es bei allen Osteosynthesen (insgesamt fünf,
siehe Abschnitt 4.3.3, Seite 45), bei denen die Platte am distalen Femurteil nicht
direkt dem Knochen auflag, zu Bildung von Knochen zwischen Femur und Platte.
Um den Osteotomiespalt kam es zu den stärksten Veränderungen am Knochen.
Eine sehr starker Knochenanbau fand immer um die Schrauben Nummer 3 und 4, al-
so direkt proximal und distal des Osteotomiespalts statt. Zuerst proximal, nach vier
bis acht Wochen dann auch am distalen Femurteil kam es hier zu einer endostalen
Reaktion (siehe oben) und Bildung von Knochen um die Schrauben 3 und 4, teilweise
bis zum Osteotomiespalt ziehend. Daraus bildete sich im Verlauf eine mehrschaliger
Körper, also mehrschichtig zirkulär aufgebauter Knochen. Diese Proliferation war
in ihrer Stärke bei den verschiedenen Tieren sehr unterschiedlich ausgeprägt: Bei
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Abbildung 4.20: Präparat allogen besiedelt, coated: Remodeling um Schraube Nr.
3 (linke Spalten) und 2mm weiter distal zum Osteotomiespalt (rechte Spalten) im
Verlauf des Versuchs (von zwei (oben, linke Hälfte) bis 20 Wochen postoperativ
(unten, rechte Hälfte)): Von der anfänglichen endostalen Verdickung (1) bis zum
mehrschaligen Körper (4), die verstärkte Knochenbildung um Schrauben ein- und
Austrittsstelle ist deutlich zu erkennen (linke Spalten (2)), auch die Knochenbildung
um die Platte an den schmalen Stellen (rechte Spalten (3))
manchen wurde der Markraum komplett ausgefüllt, bei anderen war nur eine sehr
diskrete Reaktion zu beobachten (siehe Abbildung 4.20). Drei Tiere zeigten eine Lyse
der Kortikalis: Eines an der Kortikalis der distalen Femuranastomose gegenüber der
Platte, ein anderes an der Krotikalis der distalen Femuranastomose direkt unter der
Platte und ein drittes an der Kortikalis proximal und distal des Osteotomiespaltes.
Osteolysen in der Kortikalis direkt unterhalb der Platte traten bei zwei weiteren
Tieren im späteren Verlauf des Versuchs auf, jedoch nicht am Osteotomiespalt. So
war bei einem Tier die Kortikalis direkt unter der Platte des proximalen und bei
dem anderen die Kortikalis direkt unter der Platte des distalen Femurteils betroffen.
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4.3.7 Zusammenfassung
Durch die hohe Auflösung und die Technik der isotropen Voxel konnte praktisch
jeder Teil des Femurknochens im Verlauf der Versuchszeit dargestellt werden. So
ließen sich wichtige Erkenntnisse über das Scaffold, die Osteosynthese und das Kno-
chenwachstum gewinnen, auch konnte keine zentrale Nekrose nachgewiesen werden.
Ein Nachweis von Gefäßproliferationen im Scaffold gelang jedoch nicht. Auch war
keine Differenzierung zwischen Kalziumphosphatphase des Scaffolds und neu gebil-
detem Knochen möglich, so dass nicht bewiesen werden konnte, dass neuer Knochen
im Scaffold entsteht.
4.4 µ-CT
Bei allen Tieren wurde post mortem ein µ-CT durchgeführt. Mit dieser Methode
konnten erstmals die Gruppen miteinander (besiedelte Scaffolds vs. unbesiedelte
Scaffolds) verglichen werden. Um Artefaktbildung zu verhindern, mussten nach dem
Einbetten des Knochens Schrauben und Platten entfernt werden (siehe Abschnitt
3.7, Seite 30). Deswegen konnte nur der Bereich zwischen Schraube drei und vier
inklusive des Osteotomiespaltes dargestellt werden.
4.4.1 Scaffold
Die Implantate waren nach vier Wochen noch gut in ihrer Struktur im µ-CT zu
erkennen. Bei den Scaffolds coated and loaded zeigten sich jedoch schon erste Degra-
dationszeichen. Sie waren in der Größe leicht vermindert und entrundet, die Dichte
war nicht mehr homogen (siehe Abbildung 4.21, Seite 59) . Gleichzeitig fanden sich
bei allen Scaffolds erste sklerosierte Bereiche.
Nach 12 bzw. 16 Wochen fielen deutliche Unterschiede im Grad des Abbaus auf.
Während bei den Scaffolds coated zwar deutliche Zeichen der Degradation zu erken-
nen waren (verkleinert, entrundet, inhomogen), waren in der Gruppe der Scaffolds
coated and loaded nur noch Reste des Implantats auszumachen (siehe Abbildung
4.22, Seite 59). Auf Grund der höheren Auflösung ließ sich aber insgesamt noch
länger Scaffold nachweisen als im fpvCT, bei einem Tier mit einem mit MSCs be-
siedeltem Scaffold coated and loaded sogar noch 20 Wochen postoperativ. Dieser
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Abbildung 4.21: Scaffolds im µ-CT 4 Wochen postoperativ, axiale Schnitte: Man
erkennt die noch gut erhaltene und runde Struktur des Scaffolds coated (links) und
die entrundete und verdichtete Struktur des Scaffolds coated and loaded (rechts),
beide waren mit allogenen mesenchymalen Stammzellen besiedelt
Befund war im fpvCT nicht erkannt worden (siehe Abbildung 4.23, Seite 60).
Abbildung 4.22: Scaffolds allogen besiedelt im µ-CT 12 bzw. 16 Wochen postopera-
tiv, axiale Schnitte: Links das Scaffold coated and loaded nach 12 Wochen, es sind
nur noch Reste erkennbar. Das Scaffold coated nach 16 Wochen (rechts) ist zwar
scheinbar geschrumpft, aber in seiner runden Form noch erhalten. Im µ-CT sind vor
allem die vermutlichen Scaffoldreste länger nachweisbar und besser darstellbar (vgl.
Abbildung 4.16, Seite 50)
Obwohl sklerosierte Zonen und Veränderungen im Scaffold deutlich besser zu
erkennen waren, war es auch hier nicht möglich, neugebildete Knochenmatrix von
den Kalziumphosphaten des Scaffolds definitiv zu unterscheiden. Jedoch fielen nach
vier Wochen Unterschiede in der Röntgendichte zwischen unbesiedelten und besie-
delten Scaffolds auf (siehe Abschnitt 4.4.2, Seite 61). Die Sklerosezonen im Scaffold
hatten in diesem Untersuchungsverfahren eine ähnliche Dichte wie der vom Endost
gebildete Knochen. Nach 20 Wochen waren nur noch Reste der Scaffolds zwischen
dem eingewachsenen Knochen zu erkennen, diese deutlich röntgendichter als nach
vier Wochen.
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Abbildung 4.23: Scaffolds allogen besiedelt im µ-CT 20 Wochen postoperativ: Links
das Scaffold coated, es ist ein Rest mitten im Osteotomiespalt erkennbar (axialer
Schnitt). Der Scaffoldrest coated and loaded 20 Wochen (rechts, sagittaler Schnitt)
liegt etwas außerhalb des Osteotomiespaltes
Es ließen sich keine Gefäße darstellen. Eine Nekrose im Scaffold oder im einwach-
senden Knochen konnte nicht gefunden werden.
4.4.2 Knochenwachstum
Auch im µ-CT waren nach vier Wochen an der proximalen Anastomose beginnende
endostale und periostale Proliferation zu erkennen (siehe Abbildung 4.24, Seite 61).
Nach 20 Wochen wurde nach Herauslösen der Schrauben drei und vier die knöcher-
ne Ummantelung, vor allem der Schraubeneintrittsstelle und der Spitze, deutlich.
Auch der trabekuläre Umbau um den Osteotomiespalt (Mehrschalenkörper, siehe
Abschnitt 4.3.6, Seite 56) konnte dargestellt werden (siehe Abbildung 4.25, Seite 61).
Es fallen unterschiedliche Knochenstrukturen bei den verschiedenen Wachstumspro-
zessen auf. Die im fpvCT festgestellten Lysen der Kortikalis um den Osteotomiespalt
bei drei Tieren zeigten sich auch hier im µ-CT.
Auch bei den unbesiedelten Scaffolds kam es bei keinem Tier zum knöcherenen
Schluss des Osteotomiespaltes. Der in der Projektionsradiographie als geschlossen
gesehene Leerdefekt (siehe Abbildung 4.4, Seite 41) war durch eine Knochenspange
überbrückt. Zwischen der von distal wachsenden Brücke und der proximalen Anas-
tomose wurde aber kein Schluss hergestellt, es blieb wie bei den anderen Tieren ein
schmaler Spalt (siehe Abbildung 4.26, Seite 62).
In dieser Gruppe zeigten sich alle bei der Versuchsgruppe
”
Scaffolds mit allo-
genen Zellen besiedelt“ beschriebenen Wachstums- und Remodelingprozesse: Kno-
chenspangen, stärkstes Wachstum des Knochens unter der Osteosyntheseplatte und
4. Ergebnisse 61
Abbildung 4.24: Präparat allogen besiedelt coated and loaded: Axiale Schnitte des
Knochens vier Wochen postoperativ: Man erkennt die starken vom End- und Periost
ausgehenden Proliferationen proximal des Osteotomiespaltes (links und mitte) und
die verhältnismäßig schwache Reaktion distal des Osteotomiespaltes, hier aber dafür
die Spangenbildung von distal (rechts)(s. Pfeile)
Abbildung 4.25: Axiale Schnitte des Knochens 20 Wochen postoperativ: Nach Her-
auslösen der Schraube erkennt man den verbliebenen, die Schraube einschließenden
Knochen (links, Schraube proximal des Osteotomiespaltes), einige Millimeter weiter
distal wird der Knochenumbau zu einem mehrschaligen Körper höherer Festigkeit
deutlich (rechts, proximale Femuranastomose)
starkes Remodeling des Knochens um den Osteotomiespalt. Da es sich hier um ei-
ne Endpunktanalyse handelt, konnte der Wachstumsprozess in seiner Einwicklung
nicht beobachtet werden. Es fiel auf, dass der wachsende Knochen je nach Wachs-
tumsursprung eine unterschiedliche Architektur aufwies.
In der dreidimensionalen Rekonstruktion zeigte sich vier Wochen postoperativ
ein deutlicher Unterschied in der Röntgendichte der Scaffolds. Die mit allogenen,
mesenchymalen, Stammzellen besiedelten Scaffolds zeigten eine wesentlich höhere
Dichte als die unbesiedelten Scaffolds..
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Abbildung 4.26: Präparat unbesiedelt, coated: Axiale Schnitte des Knochens 20 Wo-
chen postoperativ: Bei diesem Leerdefekt war ein knöcherner Schluss der Osteotomie
auf Grund des Röntgens vermutet worden, hier im µ-CT kann man den Spalt (s.
Pfeile) zwischen den beiden einwachsenden Spangen erkennen. Die Projektion der
beiden Spangen ergab im Röntgen eine durchgezogene Kortikalislinie
4.4.3 Zusammenfassung
Die Ergebnisse aus dem fpvCT fanden sich, jedenfalls im dargestellten Bereich, auch
im µ-CT. Die in der Gruppe der besiedelten Implantate im fpvCT festgestellten
Wachstumsmuster und Remodelingvorgänge zeigten sich in gleicher Form auch bei
den unbesiedelten Implantaten. Ein deutlicher Unterschied wurde zwischen den bei-
den Gruppen in der Kalzifizierung des Scaffolds festgestellt. Es konnte aber mit
dieser Methode nicht sicher gezeigt werden, dass es sich bei den Kalzifizierungen im
Scaffold um neugebildete Knochenmatrix handelte.
4.5 Histologie
Nach dem µ-CT wurden aus dem eingebetteten Knochen die histologischen Präpa-
rate hergestellt. Aufgrund der für das µ-CT nötigen Entfernung des Osteosynthese-
materials konnte nur der Osteotomiespalt und die angrenzenden Bereiche dargestellt
werden. Beide Versuchsgruppen (unbesiedelt und allogen besiedelt) wurden mitein-
ander verglichen. Zusätzlich wurden die histologischen Ergebnisse mit denen des
µ-CTs und denen des fpvCTs verglichen.
Wichtige bis jetzt unbeantwortete Fragen waren, ob in den Scaffolds Knochen
entstand, ob es dabei Unterschiede zwischen den unbesiedelten und besiedelten Scaf-
folds gab und ob sich Gefäßproliferation nachweisen ließ.
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4.5.1 Besiedelte Scaffolds
Nach vier Wochen fanden sich bei beiden Tieren aus der Versuchsgruppe
”
allogen be-
siedelt“ Zellen auf der Oberfläche des gesamten Scaffolds (siehe Abbildung 4.27). In
den unbesiedelten Scaffolds fanden sich auch Zellen nach vier Wochen, aber deutlich
weniger und nur an den Scaffold-Knochen-Grenzen, also in der Scaffoldperipherie
(siehe Abbildung 4.28).
Abbildung 4.27: Mitten im Scaffold eines mit mesenchymalen Stammzellen besiedel-
ten Scaffolds coated and loaded vier Wochen postoperativ: Deutlich ist eine blaue
Linie mit Zellen zu erkennen (s. Pfeile, Durchlicht links, Auflicht rechts, 500x, To-
luidinblau)
Abbildung 4.28: Scaffold-Knochen-Grenze eines unbesiedelten Scaffolds coated vier
Wochen postoperativ: Man erkennt eingewanderte Zellen, aber wesentlich weniger
als bei besiedelten Scaffolds (s. Pfeile, Durchlicht links, Auflicht rechts, 100x, Tolui-
dinblau)
4.5.2 Degradation der Scaffolds und Knochenwachstum
In den histologischen Schnitten war vier Wochen postoperativ, unabhängig ob die
Scaffolds besiedelt oder unbesiedelt waren, das Implantat in seiner Struktur und
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Form noch gut erhalten. Es fanden sich schon nach vier Wochen Osteoklasten im
Scaffold (siehe Abbildung 4.29). Nach 20 Wochen war das Scaffold bis auf das PLGA
Gerüst abgebaut und teilweise durch Knochen ersetzt (siehe Abbildung 4.31, Seite
65).
Abbildung 4.29: Unbesiedeltes Scaffold coated vier Wochen postoperativ: Ein Osteo-
klast mitten im Scaffold (linkes Bild (∗)) und Aubbauprodukte des Scaffolds (rechtes
Bild (Pfeil)), (500x, Toluidinblau)
In denen mit allogenen Stammzellen besiedelten Scaffolds kam es schnell zu Bil-
dung von Knochenmatrix, auch mitten im Implantat (siehe Abbildung 4.30, Seite
65). Dies ging einher mit Abbau des Kalziumphosphatanteils des Scaffolds, was
durch die starke Detritusbildung gezeigt werden konnte (siehe Abbildung 4.29). Bei
den unbesiedelten Implantaten fand, wie oben beschrieben, eine Zelleinwanderung
von den Implantat-Knochen-Grenzen her statt. Jedoch wurde hier nicht so schnell
und viel Knochen gebildet, auch entstanden nicht so viele Abbauprodukte. Ein Un-
terschied in der Degradationsgeschwindigkeit zwischen den Implantaten coated ei-
nerseits und coated and loaded andererseits konnte zu den Zeitpunkten vier und
20 Wochen postoperativ in der Histologie nicht festgestellt werden. Es konnten von
außen in das Scaffold migrierende Zellen und einwachsender Knochen nachgewiesen
werden. Hierbei bestand kein Unterschied zwischen besiedelten und unbesiedelten
Scaffolds (siehe Abbildungen 4.32 und 4.33, Seite 66). Die im fpvCT und µ-CT beob-
achteten endostalen und periostalen Wachstumsprozesse ließen sich in der Histologie
nachvollziehen und deren Herkunft bestätigen. Es fielen wie im µ-CT unterschiedli-
che Knochenstrukturen auf.
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Abbildung 4.30: Mit MSCs besiedletes Scaffold coated and loaded vier Wochen post-
operativ: Knochenbildung (rechts im Auflicht erkennbar) und deutlicher Zellsaum
auf der Oberfläche des Implantats(s. Pfeile, 100x, Toluidinbalu, links Durchlicht,
rechts Auflicht)
Abbildung 4.31: Mit MSCs besiedeltes Implantat coated and loaded, 20 Wochen
postoperativ: In den PLGA-Waben hat sich neuer Knochen gebildet (s. Pfeile, links
Durchlicht, rechts Auflicht, 100x, Toluidinblau)
Gefäßbildung
In allen Scaffolds konnte vier Wochen postoperativ Gefäßbildung nachgewiesen wer-
den, neben Gefäßen mitten im Implantat auch in der Bildung befindliche (soge-
nannte intussuszeptionelle Gefäßbildung) (siehe Abbildungen 4.34 und 4.35, Seite
67). Hier war kein Unterschied zwischen besiedelten und unbesiedelten Implantaten
feststellbar. Es trat bei keinem Tier eine Nekrose im Scaffold oder im eingewachsenen
Knochen auf.
4.5.3 Zusammenfassung
Mit der histologischen Untersuchung konnte belegt werden, dass Knochen in den
Scaffolds entstanden ist und diese nach 20 Wochen bis auf das PLGA Gerüst abge-
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Abbildung 4.32: Unbesiedeltes Implantat coated vier Wochen postoperativ: Vom
Endost gebildeter Knochen (im linken Bildabschnitt (∗)) wächst Knochen in das
Scaffold ein (Pfeile)(links Durchlicht, rechts Auflicht, 100x, Toluidinblau)
Abbildung 4.33: Mit MSCs besiedeltes Implantat coated and loaded, 20 Wochen
postoperativ: Von der Schnittkante aus (hier im linken Bildabschnitt) wächst Kno-
chen (∗) in das Scaffold (im rechten Bildabschnitt)(Durchlicht, 100x, Toluidinblau)
baut wurden. Auch wurde gezeigt, dass Zellen und Knochen von außen in die Scaf-
folds einwandern und es zu Gefäßneubildungen kommt. Bei den besiedelten Scaffolds
konnte außerdem die de novo Knochenbildung im gesamten Scaffold nachgewiesen
werden.
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Abbildung 4.34: Unbesiedeltes Implantat coated vier Wochen postoperativ: In der
Mitte des Scaffolds ist eine Gefäßgabelung darstellbar (s. Pfeile)(links Durchlicht,
rechts Auflicht, 100x, Toluidinblau)
Abbildung 4.35: Unbesiedeltes Implantat coated vier Wochen postoperativ: Intus-






Die Projektionsradiographie ist eine kostengünstige, weit verbreitete Untersuchungs-
methode und wird deshalb auch im Bereich des Tissue Engineering von Knochen
häufig zur Verlaufskontrolle eingesetzt [20, 61, 83]. Mit ihrer Hilfe kann im Verlauf in
vivo die Osteosynthese kontrolliert und der Heilungsprozess dargestellt werden. Ein
weiterer Vorteil ist, dass nicht unbedingt eine Anästhesie der Tiere erfolgen muss.
Jedoch unterliegt die Darstellbarkeit des Defekts, des Scaffolds und des Wachs-
tumsprozess Einschränkungen: Neben der sehr begrenzten Auflösung und der damit
verbundenen schlechten Beurteilbarkeit von Details ist es vor allem sehr schwer, das
räumliche Geschehen einzuschätzen, da eine Aufnahme in zwei Ebenen durch die
Platte behindert wird. Durch diese Reduktion eines dreidimensionalen Geschehens
auf eine zweidimensionale Ebene und die geringe Auflösung ist eine differenzier-
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te Betrachtung des Verlaufs der Heilungsphase praktisch nicht möglich. So kann
es zu Fehleinschätzungen kommen, zum Beispiel können extraossäre Prozesse Kno-
chenbildung im Osteotomiespalt vortäuschen und der Schluss der Osteotomie kann
fälschlicherweise angenommen werden.
Des weiteren ist die Darstellung des Scaffolds sehr schwierig. In unserem Versuch
gelang es mit der Projektionsradiographie nicht, das Implantat sicher zu identifizie-
ren. Dadurch konnte weder der Erfolg der Operation (also das korrekte Einsetzen des
Scaffolds in den Osteotomiespalt) noch das Degradations- bzw. Schrumpfungsverhal-
ten des Implantats beurteilt werden. Die Darstellbarkeit des Scaffolds ist natürlich
stark von seiner Komposition und dem jeweiligen Röntgengerät abhängig, jedoch
muss es zur Verlaufskontrolle möglich sein, auch weniger röntgendichte Scaffolds
darzustellen.
Eine weitere Einschränkung ist, dass sich die Aufnahmeergebnisse nicht quan-
tifizieren lassen, also der eingewachsenen Knochen nur qualitativ beurteilt werden
kann. Dies stellt, auch durch die fehlende dreidimensionale Darstellung, hohe An-
forderungen an den Auswertenden. Manche Autoren versuchen diesen Nachteil mit
der Bildung von eigenen Scores zu überwinden, um die Ergebnisse zu objektivieren
und quantifizieren [20, 33].
Als schnelles, einfaches und kostengünstiges Verfahren zur orientierenden Kon-
trolle der Osteosynthese und des Heilungsprozesses in vivo ist die Projektionsradio-
graphie sicherlich momentan ohne Alternative. Sobald aber die genauere Darstellung
von Details oder eine dreidimensionale Abbildung des Geschehens erforderlich sind,
muss nach Alternativen gesucht werden. Deswegen werden meist andere Auswer-
tungsverfahren zusätzlich eingesetzt [20, 33].
5.1.2 fpvCT
Die flat panel volumetric Computer Tomography ist ein relativ neues Verfahren
zur hochauflösenden, dreidimensionalen Darstellung von Geweben in vivo. In ver-
schiedenen Veröffentlichungen wurde gezeigt, dass es sehr gut zur Darstellung von
Knochendetails und Gefäßen geeignet und herkömmlichen Computertomographen
überlegen ist [30, 59, 66, 70, 82]. Das fpvCT erzeilt bei vergleichbarer Strahlendosis
und Untersuchungsdauer eine wesentlich bessere Ortsauflösung (bei uns 0,2mm3) als
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herkömmliche Computertomographen [60]. Durch die Technik der isotropen Voxel,
also kubische Voxel, kann jede beliebige Schnittebene ohne Qualitätsverlust darge-
stellt werden. Dies ist vor allem in der genauen Beurteilung des Knochenwachstums
sehr hilfreich. Gegenüber dem µ-CT hat das fpvCT den Vorteil eine viel geringere
Strahlendosis zu benötigen und damit mehrmals bei einem Tier in vivo anwendbar
zu sein. Auch die Scanzeit ist deutlich kürzer.
Ein entscheidender Punkt ist des weiteren, dass Untersuchungen der Osteosyn-
these ohne wesentliche Artefaktbildungen durch das Osteosynthesematerial möglich
waren. Dies war vorher noch nicht belegt worden. Auch konnte das gesamte Femur
dargestellt werden, sonst war dies nur mittels Projektionsradiographie möglich. So
konnte die gesamte Osteosynthese über den Versuchszeitraum detailliert beobachtet
werden. Aus diesem Bildmaterial ließen sich wichtige Rückschlüsse auf die Methodik
des Critical Size Defect und vor allem der Osteosynthese ziehen. Genauso konnte
zum ersten Mal das Scaffold in vivo dargestellt und somit bewiesen werden, dass
das Implantat postoperativ an der richtigen Stelle saß und es zu keiner rapiden Im-
plantatschrumpfung kam. Es zeigten sich im Zeiterlauf deutliche Veränderungen des
Scaffolds im fpvCT: Hier ist vor allem der augenscheinliche
”
Abbau“, die Verplum-
pung der Struktur und die Sklerosezonen im Scaffold zu nennen, aber auch der in
den Osteotomiespalt einwachsende Knochen..
Es liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um die Degradation des Scaf-
folds mit Knochenneubildung im Scaffold handelt. Dies kann jedoch nur vermutet,
mittels fpvCT nicht belegt werden. Denn man kann mittels fpvCT nicht zwischen
den drei unterschiedlichen Kalziumphosphatphasen, dem neugebildetem Knochen,
dem Coating und dem Loading, unterscheiden. Auch ist das PLGA des Scaffolds
nicht darstellbar, also kann auch keine Aussage über die Degradation dieses Teils
getroffen werden. Es könnte durchaus sein, dass der in den Osteotomiespalt einwach-
sende Knochen in den verbleibenen PLGA-Teil des Scaffolds einwächst, während der
Kalziumphosphatanteil abgebaut wird bzw. schon ist. Es lässt sich also kein quali-
tative Aussage über Degradation und Knochenneubildung im fpvCT treffen.
Auf die Darstellung von Gefäßen war im Vorfeld der fpvCT-Untersuchungen
große Hoffnung gelegt worden. Nach gelungener Darstellung von Neoangiogenese in
Tumoren der Maus [30, 47] hofften wir, mittels Kontrastmittel Gefäßneubildungen
in und um den Osteotomiespalt in vivo mit dem fpvCT darstellen zu können. Dies
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gelang jedoch nicht. Es ließen sich zwar die größeren Femurgefäße darstellen, doch
konnten keinen kleinen Gefäße im und um den Knochen oder gar im Osteotomiespalt
abgebildet werden. Dies lag wahrscheinlich an dem im Vergleich zu den sehr kleinen
Gefäßen zu großen Field of View. Andererseits konnte aber keine zentrale Nekrose
nachgewiesen werden. Dies war ein deutlicher Hinweis für eine neu entstandene,
intakte Gefäßversorgung im Osteotomiespalt.
Ein weiterer kritischer Punkt war der Tod von vier Kaninchen im Rahmen der
Kontrastmittelapplikation. Eine allergische Reaktion war sehr unwahrscheinlich, da
die Todesfälle frühestens bei der vierten KM-Untersuchung auftraten. Die Vertei-
lung auf nahezu eine Versuchsgruppe (Scaffold
”
coated“) legt einen Zusammen-
hang zwischen Kalziumphosphat und Kontrastmittelreaktion nahe. Interaktionen
mit Kalziumphosphat sind für Imeron 300 oder ähnliche Kontrastmittel nicht be-
kannt. So können zwar hohe intravenöse Konzentrationen von Imeron den Serum-
spiegel von Kalzium falsch hoch erscheinen lassen, jedoch ohne bekannte Wirkung
auf den Gesamtorganismus. Auch die Häufung in der Gruppe
”
coated“ spricht gegen
einen Zusammenhang, da in der Gruppe
”
coated and loaded“ eine wesentlich höhere
Kalziumphosphat-Konzentration vorhanden ist.
Anzeichen für ein akutes oder chronisches Nierenversagen, ob kontrastmittelin-
diziert oder nicht, bestanden klinisch auch nicht. Entsprechende Laborparameter
wurden jedoch nicht überprüft.
Wir nehmen an, dass die durch den Transport- und Untersuchungsstress (Einlei-
tung der Anästhesie) ohnehin schon vorbelasteten Kaninchen, bei Applikation des
Kontrastmittels einen Kreislaufschock erlitten. Kaninchen sind sehr stressanfällige
Tiere und so sind Ortswechsel und unbekannte Umgebungen besonders gefährlich
für die Tiere. Eine Eingewöhnungsphase von ein bis zwei Stunden in einem ruhi-
gen und klimatisiertem Raum vor der Untersuchung senkt die Stressbelastung und
damit das Herz-Kreislauf-Risiko deutlich.
Neben den großen Vorteilen bei der Darstellung von Knochen ist ein Nachteil
sicherlich die Seltenheit des fpvCTs. Auf Grund der geringen Verbreitung der Me-
thode müssten meist lange Anfahrtswege in Kauf genommen werden oder - besser
- der gesamte Versuch am Standort des fpvCTs angesiedelt werden, um den Tieren
lange Transporte zu ersparen. Ein weiterer Nachteil im Vergleich zur Projektionsra-
diographie sind die deutlich höheren Kosten pro Untersuchung, andererseits lassen
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sich wesentlich genauere Aussagen über den Heilungsverlauf treffen. Als einzige Aus-
wertungsmethode ist aber auch das fpvCT nicht ausreichend, da zwar das Scaffold
dargestellt werden kann, aber keine konkrete Aussage über Knochen- und Gefäßneu-
bildung im Scaffold und im Osteotomiespalt getroffen werden kann. Leider gibt es
auch noch kein Programm zur Quantifizierung des Knocheneinwuchses in den Os-
teotomiespalt, welches eine Objektivierbarkeit der Ergebnisse ermöglichen würde.
So bleibt momentan nur die qualitative Analyse. Diese ist aber ein sehr wertvolles
Instrument, um Prozesse im Knochen und Osteotomiespalt im Verlauf der Zeit zu
beobachten und kann damit wichtige Daten zu Versuchsaufbau und Methodik geben.
5.1.3 µ-CT
Das µ-CT ist mittlerweile eine etablierte Methode zur Evaluation von Tissue En-
gineering von Knochen [33, 42]. Es hat eine sehr hohe Auflösung (bei uns eine mi-
nimale Pixelgröße 2µm) und kann so selbst kleinste Details darstellen. Allerdings
ist die Strahlendosis deutlich höher als beim fpvCT, die Untersuchungszeit länger
und die zu untersuchende Probe darf eine bestimmte Größe nicht überschreiten (in
unserem Falle 2cm). Des weiteren musste vor dem Scan alles Osteosynthesematerial
entfernt werden, da es sonst zu starker Artefaktbildung kam. Diese Punkte machen
eine in vivo Untersuchung unmöglich. Selbst bei der postmortalen Bildgewinnung
machte die Entfernung von Platte und Schrauben und das Größenlimit ein radikales
Beschneiden des Femurs nötig. So konnte in unserem Fall nur der Bereich um den
Osteotomispalt dargestellt werden.
Dieser Bereich lässt sich jedoch sehr gut beurteilen. Durch die gute Darstellung
des Knochens konnten die Ergebnisse aus dem fpvCT bestätigt und die vorher in
der Projektionsradiographie untersuchten unbesiedelten Scaffolds genauer beurteilt
werden. Natürlich ließen sich keine genauen Aussagen über den zeitlichen Verlauf
und das gesamte Femur treffen. Auf Grund der höheren Auflösung (im Vergleich
zum Röntgen und fpvCT) konnte auch zum ersten Mal das Scaffold im Detail be-
trachtet werden. Auch hier konnte keine Differenzierung zwischen Knochen im und
Kalziumphosphatphase des Scaffolds getroffen werden, jedoch wurden Unterschie-
de zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen in der Kalzifizierung des Scaffolds
deutlich, ein starker Hinweis auf Knochenbildung im Scaffold. Eine Darstellung von
Gefäßen gelang nicht, jedoch konnte auch hier keine zentrale Nekrose nachgewiesen
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werden.
Vor allem bei der Darstellung der Scaffolds hat das µ-CT wichtige neue Er-
kenntnisse gebracht. Jedoch kann es die beiden verbliebenen wichtigen Fragen -
Gefäßneubildung und Unterscheidung von Knochen und Kalziumphosphatphase des
Scaffolds - auch nicht eindeutig beantworten. Ein großes Problem ist außerdem die
notwendige Beschneidung der Proben, dadurch gehen wichtige Informationen für die
Histologie verloren.
5.1.4 Histologie
Seitdem die histologische Aufbereitung von unentkalktem Knochen technisch möglich
ist, ist die Histologie ein Standardverfahren in der qualitativen Auswertung von De-
fektmodellen. Nur mit ihr können verschiedene Gewebe und Strukturen sicher iden-
tifiziert und differenziert werden. So war es in unserem Fall erst mit der Histologie
möglich, zu beweisen, dass im Osteotomiespalt neue Gefäße entstanden, im Scaffold
Knochen gebildet und das Implantat bis auf das PLGA-Gerüst abgebaut wurde.
Auch wurde klar, dass unterschiedliche Arten von Knochen entstehen.
Für diese Erkenntnisse muss die Probe aber eingebettet und zerstört werden
und danach sind kaum noch andere Untersuchungen an ihr möglich. Durch die
Trenn-Dünnschliff-Methode [14] geht ein erheblicher Anteil der Probe einfach ver-
loren (Abschliff), des weiteren ist diese Methode zeitaufwändig und technisch sehr
anspruchsvoll. Eine Alternative wäre die Schnitt-Technik, diese ist aber bei sehr
hartem Material wie Knochen mit hohen Verlustquoten und Artefakten behaftet.
So ist es nicht möglich, den gesamten Knochen histologisch auszuwerten und ein
quantitative Aussage über Knocheneinwuchs zu erhalten. Für einzelne Schnitte ist
dies zum Beispiel mit der Histomorphometrie möglich, aber eine gesamte Probe lässt
sich kaum darstellen, so bleibt immer nur der zweidimensionale Eindruck.
Wie oben beschrieben, ist die Histologie aber sehr nützlich um gezielt Befunde
aus anderen Untersuchungen zu überprüfen und zu belegen. Ein weiterer Vorteil ist,
dass die Schnitte archiviert und jederzeit neu begutachtet werden können.
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5.1.5 Zusammenfassung
Die Wahl der richtigen Auswertungsmethode bei in vivo Versuchen zu Tissue Engi-
neering von Knochen hängt von den Fragestellungen ab. Mann kann grundsätzlich
zwei Gruppen unterscheiden: Auswertungsmethoden, die in vivo untersuchen auf der
einen und Methoden die ex vivo und damit meistens post mortal untersuchen. Pro-
jektionsradiographie und fpvCT als in vivo Untersuchungsmethoden unterscheiden
sich in zwei entscheidenden Punkten: Das fpvCT hat eine deutlich höhere Auflösung
und es lässt sich jeder Punkt im Volumen darstellen, also Dreidimensionaliät. Dies
bringt viele Vorteile mit sich, wenn gleichzeitig zum Beispiel die Methodik evaluiert
werden soll. So lassen sich Osteosynthese und Heilungsprozess detailliert beobachten.
Wenn jedoch Tiermodell und Osteosynthese etabliert sind und nur eine postmortale
Untersuchung mittels Histologie oder µ-CT stattfinden soll, so ist die Projektions-
radiographie als Verlaufskontrolle die einfachere und günstigere Methode.
Jedoch ist das fpvCT mehr als nur eine Alternative zur projektionsradiographi-
schen Verlaufsbeobachtung. Es kann auch das µ-CT ersetzen. Das fpvCT bringt
gegenüber dem µ-CT einige entscheidende Vorteile mit sich: Die Proben können
unversehrt und sogar in vivo belassen werden, die Strahlenbelastung ist deutlich
geringer und die Scans viel kürzer. So können am selben Tier mehrere Scans zu
verschiedenen Zeitpunkten vorgenommen werden und der zu untersuchende Bereich
bleibt bis zur histologischen Aufarbeitung unversehrt. Dadurch wäre es möglich,
die Versuchstieranzahl zu reduzieren. Natürlich ist die Auflösung nicht so hoch wie
im µ-CT, jedoch ist für manche Fragestellungen eine solch hohe Auflösung nicht
unbedingt notwendig. Vor allem, wenn noch eine histologische Aufarbeitung ange-
schlossen wird. Damit ein praktikables Konzept ohne µ-CT realisiert werden kann,
muss die Darstellbarkeit des Scaffolds allerdings noch verbessert werden. Dies könn-
te durch eine Reduktion des Untersuchten Volumens erreicht werden. So kann zum
Beispiel in einem Scan der gesamte Femur, im zweiten dann nur der Osteotomiespalt
untersucht werden, um hier eine höhere Ortsauflösung zu erzielen und das Scaffold
detaillierter darzustellen. Das fpvCT und µ-CT haben gemein, dass keine Differen-
zierung zwischen den Kalziumphosphatphasen von (neugebildetem) Knochen und
Scaffold möglich ist.
Die Histologie und das µ-CT als postmortale Methoden haben beide den Nach-
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teil, den Tod des Versuchstieres und die zumindest teilweise Zerstörung der Probe
vorauszusetzen. Andererseits können bis jetzt nur mit der Histologie Gefäße und
Knochen im Scaffold nachgewiesen und damit entscheidende Befunde erhoben wer-
den. Das µ-CT hat vor allem in der Darstellung des Scaffolds einen großen Vorteil
gegenüber dem fpvCT (siehe oben).
Wie oben beschrieben hat jedes Verfahren Vor- und Nachteile. Ein Verfahren
alleine kann nicht genug Aussagen treffen um Erfolg oder Misserfolg eines Versuches
zu beurteilen. In Kombination sind diese Untersuchungsmethoden aber sehr gut ge-
eignet um eine detaillierte Evaluation von in vivo Versuchen zum Tissue Engineering
von Knochen durchzuführen. Es zeigte sich außerdem, dass das fpvCT eine wich-
tige Ergänzung zu den etablierten Methoden ist und entscheidende Erkenntnisse
beitragen kann.
Wenn man an die klinische Anwendung beim Menschen denkt, so kommt der Pro-
jektionsradiographie und dem fpvCT sicherlich die größte Bedeutung zu. Um den
Operationserfolg und Heilungsprozess beim Menschen nach Scaffoldimplantation zu
überwachen, werden sicherlich die Verfahren wie das fpvCT, also hochauflösende
dreidimensionale Darstellungen, an Bedeutung gewinnen. Da diese, jedenfalls im
Falle des CTs, aber auch mit einer hohen Strahlendosis einhergehen, werden sicher-
lich Alternativen benötigt werden um die Strahlenbelastung zu vermindern. Diese




Um ein Scaffold in vivo zu testen, muss ein geeignetes Tiermodell verwendet wer-
den. Zur initialen in vivo Testung von neuen Materialien hat sich das Kaninchen-
modell auf Grund geringer Kosten, einfachem Handling und Gemeinsamkeiten in
der Knochenbiologie mit dem Menschen bewährt. Trotz großer Unterschiede im mi-
krostruktuellen Aufbau des Knochens, gibt es einige Gemeinsamkeiten in der Zu-
sammensetzung des Knochens [54, 81]. Vor allem ist aber Knochenwachstum und
Remodeling des Kaninchens mit dem des Menschens vergleichbar, so kommt es zum
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Beispiel zur Entwicklung von Haversschen Kanälen in der Kortikalis [24]. Dies konnte
auch in unseren histologischen Untersuchungen bestätigt werden. Bei der Bewertung
von Ergebnissen sollte jedoch bedacht werden, dass Kaninchen eine deutlich höhe-
re Knochenumsatzrate haben als Menschen und andere Tiere (manche Nagetiere,
Primaten) [8, 26, 57].
Zur Testung von Implantatmaterialien ist der Defekt kritischer Größe (Critical
Size Defect) ein Standardmodell. Wichtig ist jedoch zu beachten, dass die Länge
des Defekts stark von Tierart, anatomischer Lokalisation, Alter und effektiver Ent-
fernung des Periosts abhängt [35, 36, 56, 72]. Auf Grund dieser vielen Variablen
müssen bei Versuchen mit Critical Size Defect immer Leerdefekte zur Kontrolle des
Modells mituntersucht werden. Die nötige Länge für einen Defekt Kritischer Größe
im Femur des Kaninchens ist von Fialkov et. al. für 12mm angegeben worden [20].
Bei unseren Leerdefekten zeigte sich nach acht Wochen deutliche Knochenformati-
on und Knochenspangenbildung, nach 20 Wochen schien projektionsradiographisch
ein Defekt sogar geschlossen. Nach der Definition von Hollinger und Kleinschmidt
[35, 72] muss man die Frage stellen, ob diese Defektlänge für einen CSD ausreichend
war.
Da es jedoch bei beiden Leerdefekten vor allem zu Knochenbildung außerhalb des
Spaltes von den Austrittsstellen der Schrauben und vom Periost ausgehend gekom-
men ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass diese Knochenbildung auf drei andere Fakto-
ren zurückzuführen ist und damit nicht auf einen zu kurzen Defekt kritischer Größe:
Erstens das nicht vollständige Entfernen des Periosts und damit osteogener Zel-
len um den Osteotomiespalt, zweitens versprengte Kortikalisstücke und -Spangen
von den Austrittsstellen und damit eine Quelle für extraossäre Knochenbildung und
drittens biomechanische Faktoren, wie sie weiter unten diskutiert werden (siehe Ab-
schnitt 5.3, Seite ??). Diese Ergebnisse zeigen die Bedeutung der Periostenfernung
um den Defekt und einer sauberen Operation und Osteosynthese.
Ein Nachteil der Kaninchen ist ihr Verhalten. Sie sind sehr schreckhafte Tiere und
somit sehr empfindlich gegenüber ungewohnten Geräuschen, Umgebungswechseln
und Transporten. Ein großes Problem kann das als Schreckreflex ausgelöste
”
Schla-
gen“ mit den Hinterläufen sein. Diese Bewegung, eigentlich als Start der Flucht
eingesetzt, erzeugt extrem hohe Belastungen auf der hinteren Extremität und somit
auch auf dem operierten Femur. Dies kann im Extremfall zu Osteosyntheseversa-
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gen beitragen. Ein anderes Problem sind die in den Angst-, also Stresssituatio-
nen auftretenden hohen Belastungen des Herz-Kreislauf-Systems. Diese können, wie
in unserem Fall beim fpvCT, zum Tod des Tieres durch Herz-Kreislauf-Versagen
führen. Zur Vermeidung dieser Komplikationen können einige einfache Maßnahmen
ergriffen werden: An erster Stelle steht hier die Gewöhnung der Tiere an mensch-
lichen Umgang und Geräusche: Fillman-Holliday und Landy [21] beschreiben, dass
regelmäßiger menschlicher Kontakt die Tiere an diesen gewöhnt und damit stress-
reduzierend wirkt und dass leise Musik für einen gewissen Zeitraum pro Tag die
Geräuschempfindlichkeit und Heftigkeit der Reaktion auf unerwartete Geräusche
von Kaninchen reduziert. Aus unserer Erfahrung lässt sich berichten, dass ein- bis
zweistündige Eingewöhnungszeiten in ruhigen Räumen nach Transporten (zum Bei-
spiel zum Röntgen oder fpvCT) die sichtbaren Stressreaktionen (Fluchtversuche,
Tachykardien, Herz-Kreislauf-Versagen) deutlich reduzierten.
Ein weiterer kritischer Punkt in der Tierhaltung war die Futterversorgung. In
Übereinstimmung mit Studien von Holy et. al. und Fialkov et. al. [20, 36] wurden die
Kaninchen mit Futter und Wasser ad libitum versorgt. Durch diese unkontrollierte
Nahrungsaufnahme und den Mangel an Bewegung in den Käfigen kam es im Verlauf
der Versuchszeit zu massiver Gewichtszunahme bei den Tieren. Nach 16 Wochen
wogen die Tiere über fünf Kilogramm. Dies ging natürlich auch mit einer erhöhten
Belastung der Osteosynthese einher. Dies und die Vermeidung von anderen mit
Übergewicht assoziierten Erkrankungen bei Kaninchen sollte eine Diät ad libitum
in Frage stellen [21].
5.3 Operation und Osteosynthese
In einem Defektmodell wie diesem muss der Defekt mit einer Osteosynthese versorgt
werden. Diese sollte eine möglichst stabile Umgebung zur Knochenheilung schaffen.
Da das hier eingesetzte Scaffold nur eine sehr begrenzte mechanische Stabilität be-
sitzt, muss die Osteosynthese auch fast die gesamte Kraftübertragung übernehmen
(load bearing) [1]. Obwohl die Bedeutung der Osteosynthese im Tissue Engineering
von Knochen unumstritten ist, ist die optimale Versorgung bei Knochenersatzbe-
handlung nicht bekannt. Des weiteren ist völlig unklar, wie sehr die Osteosynthese
das Scaffold von Belastung abschirmen sollte, um ein ideales Ergebnis zu erzielen
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[1]. Sicherlich ist dies auch sehr stark vom verwendeten Scaffold abhängig.
5.3.1 Osteosyntheseversagen
In Versuchen anderer Arbeitsgruppen war es im selben Versuchsmodell schon zu
Osteosyntheseversagen gekommen. Bei Holy et. al. [36] war es zum Plattenverbie-
gungen gekommen. Um dieses in Zukunft zu verhindern, wurde die Platte gewechselt
und die Applikationsart geändert: Eine stärkere, 2,7mm dicke Mandibularplatte aus
der Mund-Kiefer-Gesichts-Chrirugie wurde eingesetzt und anstatt einer Acht-Loch-
Platte wurde eine Sieben-Loch-Platte benutzt. Statt zwei wurde über der Osteotomie
nur noch ein Schraubenloch frei gelassen, auf beiden Seiten wurde die Platte mit
jeweils drei Schrauben befestigt. Dieses Modell wurde unter anderem später auch
von Fialkov et. al. mit Erfolg angewandt [20] und deswegen von uns übernommen.
Ungeblockte Schrauben und Umstellung auf winkelstabile Osteosynthese
In den Vorversuchen kam es dann zu der oben beschriebenen sehr hohen Anzahl
von Osteosyntheseversagen durch Schraubenausriss aus einem Femursegment. Dies
ließ sich biomechanisch und auf Grund der Knochenmorphologie der Kaninchen
erklären. In einem Schrauben-Platten-Knochen Konstrukt, in dem wie bei uns die
Schrauben nicht fest mit der Platte verbunden sind (= nicht winkelstabil) ist die
Stabilität des Konstruktes vom Drehmoment der eingebrachten Schrauben und dem
Reibungskoeffizienten zwischen Platte und Knochen abhänging. Diese beiden Größen
addieren sich zu der Reibungskraft. Die Belastung der Schrauben verteilt sich aber
nicht gleichmäßig, sondern dem Drehmoment der Schrauben proportional. Das heißt,
die Schrauben mit dem höchsten Drehmoment werden den höchsten Belastungen
ausgesetzt [1, 16, 23, 62].
Wenn diese Reibungskraft (also Drehmoment der Schrauben plus Reibungskoef-
fizient von Platte und Knochen) aber überschritten wird, hängt die Stabilität der
Osteosynthese nur noch von der axialen Stabilität der Schrauben am weitesten vom
Frakturspalt entfernt ab [16]. Da die Platte der Schraube mangels Befestigung aber
keine axiale Stabilität geben kann, wird diese durch den Kortex direkt unter der
Platte gewährt und dieser wird durch hohe Scherkräfte belastet. Die Verbindungs-
fläche von Knochen und Schrauben ist der kritische, stabilitätsbestimmende Punkt.
5. Diskussion 79
Also hängt die Stabilität hier auch sehr von der Knochenqualität ab. Kann der Kno-
chen den Scherkräften nicht mehr standhalten, rotiert die Schraube in der Kortikalis
um den Verankerungspunkt in der Gegenkortikalis. Die Schrauben lockern sich und
es kann zum Schraubenausriss kommen [1, 16, 23, 62].
Platten mit ungeblockten Schrauben wurden urpsrünglich entwickelt, um in of-
fener Reposition eine Kompression der Frakturteile zu erreichen und damit eine
direkte, also Kontaktosteogenese zu ermöglichen. In diesem Aufbau dient die Platte
als Stabilisator bei Torsions- und Rotationsbewegungen. Sie muss jedoch nicht die
gesamte axiale Last übertragen, da sie sich diese Aufgabe mit dem Knochen
”
teilt“
(load sharing). Dadurch ist die axiale Belastung der Platten und Schrauben deutlich
geringer und die Reibungskraft des Konstruktes wird nicht so leicht überschritten.
In unserem Versuchsaufbau musste aber die Osteosynthese die gesamte axiale Kraftübert-
ragung bewältigen. Durch die Bewegung der Kaninchen kam es zu hohen Belas-
tungen und die Schrauben rissen aus, sehr wahrscheinlich auf Grund oben be-
schriebenem Mechanismus. So gab es zwei Punkte die man verbessern konnte: Die
Kraftübertragung an den Schrauben und die Knochenqualität.
Sind die Schrauben stabil mit der Platte Verbunden, entsteht ein eingliedri-
ges Osteosynthesesystem (single beam). Durch den stabilen Winkel zwischen Platte
und Schrauben wird die Scherbelastung in Kompressionsbelastung des Knochens an
der Schrauben-Knochen-Grenzfläche umgewandelt. Dies ist eine Verbesserung, da
Knochen eine wesentlich höhere Toleranz gegenüber Kompressions- als Scherkräften
besitzt [16, 49, 76]. Außerdem ist die Befestigungskraft in winkelstabilen Syste-
men eine Summe aus allen Schrauben-Knochen-Grenzflächen, wohingegen bei unge-
blockten Schrauben die Kraft von der axialen Belastbarkeit der einzelnen Schraube
abhängt (siehe oben)[16]. Die Stabilität der Osteosynthese ist hier von der Länge der
Schrauben, deren Durchmesser, dem Abstand und den Beschaffenheiten der Platte
abhängig [16, 49, 76].
Es gibt mittlerweile viele Untersuchungen zur optimalen Verwendung des winkelsta-
bilen Systems. Unter anderem werden die Einflüsse von Schraubenanzahl, -Quotient
und -Plazierung und Plattenlänge auf die Stabilität bei axialen, Biegungs- und Tor-
sionsbelastungen untersucht. Fulkerson et. al. konnten zeigen, dass ein winkelstabiles
System mit bikortikalen Schrauben anderen Plattensystemen in der Versorgung ei-
nes segmentalen Diaphysären Defekts überlegen war [22].
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Auf dem Boden dieser Studien entschieden wir uns für ein winkelstabiles System.
Es wurden bikortikale Schrauben zum Ausgleich der hohen Torsionskräfte einge-
setzt [49]. Des weiteren wurde der kleinstmöglichste Schraubenfreie Raum über der
Osteotomie zur Reduzierung des Biegemoments an der Platte ausgewählt [75]. Da
Chinchilla Bastard Kaninchen eine härtere Knochenqualität haben sollen als New
Zeeland White Rabbits, wurden für den Versuch nur Chinchilla Bastard Kaninchen
eingesetzt.
Winkelstabile Osteosynthese
Trotz der Umstellung kam es auch beim winkelstabilen System zu Osteosynthese-
versagen durch Schraubenausriss, jedoch deutlich seltener. Da die Osteosynthese-
verfahren auf unterschiedlichen Prinzipien beruhen, war es wahrscheinlich, dass es
hier andere Gründe für das Osteosyntheseversagen gab. Zur Klärung der Ursache
konnte das fpvCT mit seiner hochauflösenden in vivo Darstellung des Operationsge-
bietes entscheidend beitragen. Wie oben schon beschrieben, traten bei vielen Tieren
Risse von den Schraubenein- und Austrittsstellen auf. Diese zogen meist von den
Schrauben drei und vier in den Osteotomiespalt. Wenn diese jedoch den gesamten
Femurteil entlangzogen, also die Ein- und Austrittslöcher untereinander verbanden,
folgte der Ausriss der Schrauben des betroffenen Abschnitts.
Durch die Risse im gesamten Femurteil hatte keine Schraube mehr Halt in der
Kortikalis. Vor allem den in Kompressionskräfte umgewandelten axialen Belastungen
konnte nicht mehr begegnet werden und die Schraubenlöcher und Risse wurden er-
weitert. Durch die verminderte Fixierung der Schrauben in beiden Kortikalia erfolgte
auch eine hohe Belastung des Segments bei Torsionsbewegungen. So erweiterten sich
die Schraubenlöcher immer mehr bis schließlich die Schrauben ausrissen.
Eine wichtige Frage ist, wie die kortikalen Risse von den Schraubenlöchern aus-
gehend entstanden. Auf Grund der radiologischen Untersuchungen (fpvCT) können
wir sicher sein, dass diese intraoperativ entstanden. Wir gehen davon aus, dass die-
se Risse - genauso wie die Knochenabsplitterungen vom Schraubenaustrittsloch -
durch einen im Vergleich zur Schraube im Durchmesser zu kleinen Bohrkanal zu
Stande kamen. Obwohl die Schrauben ein selbstschneidendes Gewinde hatten, kam
es beim Einbringen wohl zu hohen Spannungen im Knochen, die sich dann beim
Aussägen der Osteotomie meist in den Osteotomiespalt entluden. Diese Möglichkeit
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der Spannungsentladung ist wohl auch der Grund, warum die meisten Risse von
den Schrauben drei und vier in den Osteotomiespalt zogen. Im ungünstigsten Fall
entstanden Risse über den gesamten Femurteil und es kam zum Schraubenausriss.
Osteosynthese und Implantat
Die oben diskutierten Beobachtung lassen einen Zusammenhand zwischen der Art
des Implantats und dem Versagen der Osteosynthese, wie von Tabelle 4.2 suggeriert
(siehe Tabelle 4.2, Seite 43) sehr unwahrscheinlich erscheinen. Hier ist durch die
niedrige Versuchstieranzahl zufällig ein Schwerpunkt auf eine Gruppe entstanden.
Diese Beobachtung konnte auch durch die Vorversuche nicht bestätigt werden.
5.3.2 Einfluss der Osteosynthese auf die Knochenheilung
Es entwickelte sich nicht nur neuer Knochen in Osteotomiespalt und Scaffold, son-
dern auch außerhalb des Osteotomiespaltes, an den Schrauben und der Platte. So
kam es zu Spangenbildung über den Osteotomiespalt, zu Knochenwachstum um die
Platte und die Ein- und Austrittsstellen der Schrauben, vor allem im Bereich des
Osteotomiespalts. Hier fiel der besonders starke Knochenumbau und die Bildung
eines Mehrschalenkörpers auf. Des weiteren war bei wenigen Tieren auch der Abbau
von Knochen, meist unter der Platte zu beobachten.
Remodelling
Im Bereich der Femuranastomosen, Schrauben und Platten wurde schon bestehender
Knochen umgebaut. Diese Prozesse werden mit dem Begriff Remodelling beschrie-
ben. Remodelling von Knochen erfolgt auf Grund von mechanischer Stimulation.
Nach dem Wolffschen Gesetz führt mechanische Stimulation zu Knochenanbau und
ihr Fehlen zu Knochenresorption. Eine zu hohe Belastung führt aber auch zu Abbau
von Knochen. Der genaue Mechanismus ist bisher nicht geklärt, jedoch scheint me-
chanische Stimulation zu einer Veränderung der anabolischen Aktivität der Osteo-
zyten zu führen und Osteoblasten über Änderung des perizellulären hydrostatischen
Druckes zu beeinflussen. Natürlich können radiologisch sichtbare Veränderung wie
Lysen oder Sklerosen auch auf Infektionen oder Tumoren zurückzuführen sein, doch
gab es weder klinisch, noch auf Grund des µ-CTs und der Histologie Anhaltspunkte
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für solche Prozesse.
Diesem Konzept folgend zeigt vor allem der Umbau des Knochens direkt um den
Osteotomiespalt mit Bildung eines mehrschaligen Körpers (also eines Körpers höher-
er Festigkeit) und knöchernen Einbaus der gesamten Schraube eine hohe mechani-
sche Belastung an. Diese Beobachtung stimmt mit der von Stoffel et. al. überein,
die in der Finite Elemente Analyse von winkelstabilen Plattensystemen zeigen konn-
ten, dass die höchste Belastung auf den Schrauben nahe des Frakturspalts liegt. Vor
allem dann, wenn wie in unserem Fall die Osteosynthese alleiniger Kraftüberträger
ist (load bearing) [75]. Die Bildung eines mehrschaligen Körpers im Röhrenknochen,
also einer mehrschichtigen Röhre bedeutet, dass der Knochen hohen Biegebeanspru-
chungen ausgesetzt ist. Huiskes et. al. konnten übereinstimmend zeigen, dass sich
trabekulärer Knochen entlang der Belastungslinien bildet [37].
Der Knochenanbau an den Schraubenein- und Austrittsstellen wird durch die Kom-
pressionskräfte die durch die Schrauben auf den Knochen wirken aus biomecha-
nischer Sicht erklärt. Eine andere Ursache vor allem für den Einbau der aus der
Gegenkortikalis austretenden Schraubenspitzen wird das Abheben von Periost und
Absprengen von Kortikalis durch die Schraube gewesen sein. So wurden osteogene
Zellen freigesetzt und es bildete sich Knochen extraossär um die Schraubenspitze.
Extraossäre Knochenbildung
Im Falle der Spangenbildung außerhalb des Osteotomiespaltes und der Knochenbil-
dung um und zwischen Platte und Knochen handelt es sich um extraossäre Knochen-
neubildung. Wir meinen, dass diese unter anderem auch durch mechanische Reize
stimuliert werden musste. Dies wiederum würde zeigen, dass die Osteosynthese unter
hoher Belastung gestanden und sich bewegt haben muss, also die Knochenbildung
als Stabilisierungsmaßnahme zu interpretieren ist.
Wenn die Platte nicht direkt dem Knochen anlag, wie es bei fünf Tieren am
distalen Femursegment im fpvCT beobachtet werden konnte, fand im Verlauf des
Versuchs immer eine Knochenbildung zwischen der Platte und dem Knochen statt.
Dies ist biomechanische gesehen sinnvoll, da mit steigendem Abstand zwischen Plat-
te und Knochen die Rigidität der Fixierung abnimmt [75]. Also ist das Ausfüllen des
Raumes mit Knochen eine stabilisierende Maßnahme, induziert durch die erhöhte
Beweglichkeit der Schrauben und durch die Schraubenkanäle ausgetretene osteogene
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Zellen.
Durch die zahlreichen Haarisse und Knochenabsplitterungen an den Schraubenein-
und Austrittsstellen ließe sich eine minimale Beweglichkeit der Platte, vor allem
bei axialen Belastungen erklären. Diese könnte die Knochenbildung um die Platte
stimuliert haben.
Sehr interessant ist die Knochenspangenbildung über den Osteotomiespalt. Die-
se Beobachtung wirft die Fragen auf, wo der Knochen entspringt, wie er entsteht,
wieso der Knochen vor allem von distal nach proximal wächst und woran sich das
Wachstum orientiert.
Die schon oben beschriebenen Absprengungen der Kortikalis und vor allem die Ab-
hebung des Periosts an den Schraubenaustrittsstellen sind sicherlich Ausgangspunkt
für diesen Wachstumsprozess. Diese sind distal am ausgeprägtesten, was die Ent-
stehung der Spangen distal des Osteotomiespaltes erklären kann. Es ist sehr wahr-
scheinlich, dass durch die Biegung der Platte unter Belastung die beiden Femurteile
gegeneinander bewegt werden. Diese Bewegungen können die Stimuli für die Proli-
feration der Spange nach proximal seien, zur Abstützung der Gegenkortikalis und
Minimierung der Bewegung der Femurteile gegeneinander. Als Leitschiene dient si-
cherlich das Scaffold mit seiner osteokonduktiven Oberfläche, wie fpvCT-Aufnahmen
und µ-CT deutlich zeigen. So kann die Knochenspange, wenn sie die gegenüberlie-
gende Anastomose erreicht, zur Stabilisierung der Osteosynthese beitragen.
Rigidität der Osteosynthese
Weder im Osteotomiespalt noch bei den außen verlaufenden Knochenspangen kam
es zum knöchernen Zusammenschluss der proximalen und distalen Anastomose. Dies
war vor allem deswegen überraschend, da in manchen Fällen die beiden Knochen-
teile nur Milimeterbruchteile voneinander entfernt waren, sich praktisch aufeinander
abstützten.
Diese Phänomene ließen sich mit einer erhöhten Beweglichkeit der Femursegmen-
te untereinander durch Biegungsbewegungen und Torsionsbewegungen der Platte
über dem Osteotomiespalt unter Belastung erklären. Perren beschrieb 1979 seine
Theorie des
”
Fracture Gap Strain“ (Frakturspaltdehnung) [62]. Diese beruht auf
der Beobachtung, dass ein Gewebe nicht heilen kann, wenn die Längenänderung
des Frakturspaltes die der Dehnung des Gewebes zum Zeitpunkt der Ruptur über-
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steigt. Für Knochen liegt dieser Wert bei 2%. Neuere Untersuchungen deuten aber
darauf hin, dass wesentlich höhere Belastungen ausgehalten werden können und
differenzieren zwischen frühem und späterem Heilungsverlauf [41]. Zu Beginn des
Heilungsprozesses sind begrenzte Bewegungen im Frakturspalt der Heilung sogar
förderlich und stimulieren die Kallusbildung. Jedoch stört dasselbe Ausmaß an Be-
wegung im späteren Verlauf die Knochenheilung, das heißt die Heilung wird mit
der Zeit empfindlicher gegenüber Bewegungen [28]. Neben diesen Bewegungs- und
Belastungsbedingungen ist die Größe des Frakturspaltes eine weitere Variable, die
den Heilungsprozess entscheident beeinflusst [29].
In dieses Konzept passt, dass es in den ersten Wochen postoperativ zu starkem
Knochenwachstum - auch außerhalb des Osteotomiespaltes - kommt. Man könnte
die Knochenspangenbildung und Knochenbildung um die Platte als eine Form von
durch Bewegung stimulierter Kallusbildung betrachten, da durch diese Prolifera-
tionen augenscheinlich eine Stabilisierung erreicht werden soll. Bei einer normalen,
sprich kleineren Fraktur, würde der Kallus die nötige Stabilität zum knöchernen
Durchbau herstellen. Dies kann hier auf Grund der Größe des Defekts jedoch nicht
erreicht werden. Die interfragmentäre Bewegung bleibt zu hoch und es erfolgt - trotz
maximaler Annäherung der Segmente - kein knöcherner Schluss der Osteotomie.
Dieser Prozess ist auch in den Leerdefekten zu beobachten, also von den Scaffolds
unabhängig. Hier handelt es sich also um ein rein mechanisches Problem.
Wenn das Scaffold jedoch knöchern integriert würde, käme es schnell zu einer Stabi-
lisierung der Osteotomie und damit vielleicht zum Schluss. Wir konnten histologisch
zeigen, dass es schon vier Wochen postoperativ zu Knochenbildung im Scaffold und
zu einer Migration von osteogenen Zellen in das Scaffold kommt, also eine Verbin-
dung zwischen Fremd- und Eigengewebe entsteht. Trotzdem zeigt sich in den späten
fpvCTs und noch deutlicher in den postmortalen µ-CTs nach 20 Wochen, dass die
Scaffolds oft isoliert vom Restknochen liegen. Dies könnte daran liegen, dass die
Scaffolds als Bewegungslager gedient haben, um das sich die Anastomosen bewegt
haben. Dies könnte die knöchernen Brücken zwischen Scaffolds und körpereigenen
Knochen zerstört und damit - jedenfalls aus biomechanischer Sicht - die Integration




Bei insgesamt fünf Tieren konnten mit dem fpvCT Osteolysen nachgewiesen werden.
In drei Fällen zeigten sich Osteolysen in der Kortikalis um den Osteotomiespalt und
in zwei Fällen unter der Osteosyntheseplatte in den Femursegmenten. Dies mit Stress
Shielding zu begründen ist auf Grund der anderen Befunde, die auf Beweglichkeit
der Osteosynthese und damit auf eine mechanische Stimulation des Knochens hin-
deuten, schwierig. Es scheint eher, dass vor allem die Osteolysen in der Kortikalis um
den Osteotomiespalt auf die starken Umbauprozesse des Knochens zurückzuführen
sind. Ein weiterer Hinweis für diese Erklärung ist, dass die Osteolysen erst relativ
spät im Verlauf des Heilungsprozesses auftreten und damit dem Konzept der frühen
postoperativen Porose durch Stress Shielding widersprechen [78].
5.3.3 Zusammenfassung
Es ist unbestritten, dass eine Osteosynthese zur primären Stabilisierung eines seg-
mentalen Defektes im belasteten Knochen zur Zeit unverzichtbar ist. Diese Funktion
kann noch kein Scaffold erfüllen. Völlig unklar ist jedoch, wie ein ideales Design die-
ser Osteosynthese aussehen muss. Wir konnten in unseren Untersuchungen zeigen,
dass die Eigenschaften der Osteosynthese großen Einfluss auf das Wachstumsmuster
des Knochens haben. So scheint vor allem die Beweglichkeit der Knochensegmente
untereinander, die von der Rigidität der Osteosynthese abhängt, den Heilungsprozess
zu beeinflussen. Anfangs wird der Knochen durch mechanische Stimuli zur Prolifera-
tion angeregt, was vor allem die Spangenbildung zeigt. Das es jedoch nicht zu einem
Schluss der Segmente kommt, deutet daraufhin, dass diese Bewegung im späteren
Stadium der Heilung eher kontraproduktiv war.
Bei der von uns verwendeten winkelstabilen Osteosynthese ist die Stabilität der
Platte der entscheidende Parameter. Sie ist das last(über)tragende Element und
von ihrer Verwindungssteife hängt es ab, wie stark Biegungs- und Torsionskräfte zu
Bewegung in der Osteotomie führen. Um Knochenheilung zu ermöglichen, sollten
diese interfragmentären Bewegungen nicht komplett ausgeschaltet werden. Jedoch
müssen sie soweit begrenzt werden, dass das Scaffold knöchern integriert und der
knöcherne Schluss nicht behindert wird. Trotz einer sehr stabilen Platte aus der
Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie muss man feststellen, das diese zu elastisch war, al-
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so zu viele Bewegungen übertragen hat. Bei einer sehr steifen Platte besteht jedoch
neben dem Plattenbruch die Gefahr, dass sie Torsions- und Biegekräfte ungefiltert
an die Schrauben weiterleitet und damit die Schrauben-Knochen-Grenzfläche sehr
viel stärker belasten würde.
Es müssen weitere Anstrengungen unternommen werden, um eine ideale Osteosyn-
these für das Modell des Defekts kritischer Größe zu entwickeln. Besonderes Augen-
merk muss hier auf die interfragmentäre Beweglichkeit und damit auf die biome-
chanische Beeinflussung der Knochenheilung gelegt werden, vor allem auch was die
knöcherne Integration des Scaffolds betrifft.
5.4 Wachstum und Scaffolds
Ein Ziel dieser Versuchsreihe war, die neu entwickelten Scaffolds in vivo zu evaluieren
und herauszufinden, ob eine Besiedelung der Implantate mit MSCs einen Vorteil im
Heilungsprozess ergibt.
5.4.1 Besiedelte vs. unbesiedelte Scaffolds
Im projektionsradiographischen Röntgen konnte kein Unterschied zwischen unbesie-
delten und besiedelten Scaffolds festgestellt werden. Im µ-CT und in der Histologie
konnte die Osteokonduktivität beider Implantate belegt werden, es fanden sich je-
doch deutliche Unterschiede bezüglich der Zellbesiedelung und der Kalzifizerung,
also der Osteoinduktivität und Osteogenität.
Osteokonduktivität
Osteokondiktivität wie von Davies und Hosseini [12] als das Bereitstellen und Ein-
wandern von osteogenen Zellen in eine dreidimensionale, transiente Matrix definiert,
ist eine Grundvoraussetzung für Tissue engineering von Knochen. Wie oben schon
beschrieben, muss das Scaffold, um den Heilungsprozess zu unterstützen, knöchern
einheilen. Dies kann, egal ob mit Zellen besiedelt oder nicht, nur geschehen, wenn
vom bestehenden Knochen aus Knochen in das Scaffold einwächst und dieses so-
mit integriert. Voraussetzung dafür ist das Einwandern von osteogenen Zellen in
das Scaffold. Diese Zellen können aus dem Markraum, End- oder Periost oder von
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perivaskulär kommen.
Wir konnten in der Histologie zeigen, dass bei unbesiedelten und besiedelten
Implantaten Knochen von außen in das Scaffold wächst. Des weiteren konnten wir
zumindest in der Peripherie der unbesiedelten Scaffolds Osteoblasten und Knochen-
matrix nachweisen. Diese Ergebnisse belegen, dass eine Migration osteogener Zellen
stattgefunden haben muss und zeigen die Osteokonduktivität der Scaffolds.
Zellbesiedlung und Kalzifizierung
Was auf Grund der im µ-CT nach vier Wochen signifikant höheren Dichte der mit
MSCs besiedelten Scaffolds schon vermutet wurde, konnte mit der Histologie be-
legt werden: Nach vier Wochen waren nur bei den besiedelten Scaffolds Zellen im
Scaffold-Zentrum darzustellen, auch die Zellbesiedelung in der Peripherie war deut-
lich höher als bei den unbesiedelten Scaffolds. Des weiteren konnte histologisch im
gesamten Scaffold Knochenmatrixbildung nachgewiesen werden.
Daraus lässt sich schließen, dass bei gleicher Osteokonduktivität der unbesiedelten
und besiedelten Scaffolds die Osteogenität durch die Besiedelung mit MSCs deutlich
erhöht wurde. Also entsteht in den besiedelten Scaffolds schneller und mehr Kno-
chen. Das wichtigste ist, dass auch im Zentrum des Scaffolds Knochen entsteht und
dadurch der gesamte Defekt überbrückt werden könnte.
5.4.2 Degradation
Die Degradation eines Scaffolds hat maßgeblichen Einfluss auf den Erfolg der Kno-
chenheilung. Degradiert das Implantat zu schnell kann es nicht als Gerüst dienen,
degradiert es zu langsam behindert es den Knochen im Wachstum.
In fpvCT und µ-CT konnten Veränderungen des Scaffolds als Größen- und Struk-
turwechsel beobachtet werden. Es war jedoch nicht möglich, den Abbau der Kal-
ziumphosphatphase des Scaffolds vom Aufbau von Knochenmatrix und den beiden
Kalziumphsphatanteilen des Implantats zu unterscheiden. In der Histologie zeigte
sich, dass der Kalziumphosphatanteil des Scaffolds abgebaut und durch Knochenma-
trix auf dem PLGA-Gerüst ersetzt wurde. Nach 20 Wochen blieb vom ursprünglichen
Scaffold nur noch das mit Knochen angefüllte PLGA-Gerüst übrig. Der Abbau des
Kalziumphosphatanteils des Scaffolds konnte durch die Detritusbildung histologisch
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belegt werden. Interessant ist, dass bei den besiedelten Scaffolds nach vier Wochen
deutlich mehr Detritusbildung zu beobachten war.
Da es sich bei der Kalziumphosphatbeschichtung des Scaffolds um eine der mine-
ralischen Phase des Knochens sehr ähnliche Verbindung handelt, sprechen manche
Autoren bei solchen Scaffolds nicht von Degradation, sondern schon von Remodel-
ling. Dies setzt jedoch vorhandene Osteoklasten voraus, die mit den Osteoblasten
die BMUs (bone modelling units) bilden. Des weiteren muss die Signalkette und
Osteozyten vorhanden sein, um einen zielgerichteten Umbau des Scaffold-Knochen-
Konstruktes zu ermöglichen.
Auch wenn sich diese Theorie durch unsere Versuche nicht belegen ließ, zeigten die
histologischen Untersuchungen, dass im mikroskopischen Bereich Aufbau von Kno-
chen mit folgendem zielgerichteten Abbau des Kalziumphosphatanteils des Scaffolds
und Ersatz durch neuen Knochen auf dem PLGA-Gerüst erfolgte. Dieser Prozess
schien gut aufeinander abgestimmt zu sein. Warum aber fiel bei den zellbesiedel-
ten Scaffolds eine größere Menge Detritus an? Dies lässt eine stärkeren Abbau des
Scaffolds vermuten. Da sich nach vier und 20 Wochen in der Histologie und im
µ-CT kein makroskopischer Unterschied in der Degradation der besiedelten und un-
besiedelten Scaffolds zeigte, war diese Abbaudifferenz eher klein. Sie könnte durch
die Besiedelung entstanden sein: Bei der Gewinnung der MSCs und Differenzierung
der Osteoblasten kam es zu
”
Verunreinigung“ durch osteoklastäre Vorläuferzellen
und so zu einer Besiedelung des Scaffolds auch mit Osteoklasten. Einen Nachteil
hat dies nicht, vielleicht sogar den Vorteil, dass das Scaffold schneller mit Knochen
durchwachsen werden kann.
Eine genaue Differenzierung der Kalziumphosphatphasen ist jedoch mit allen von
uns angewandten Methoden nicht möglich, zur Diffenrenzierung sollten noch weitere
Untersuchungen, z.B. Spektraluntersuchungen wie die Raman-Spektroskopie durch-
geführt werden.





coated and loaded“ im fpvCT beobachten. Bei den Implanta-
ten mit der nanoporösen Kalziumphosphatbeschichtung (coated and loaded) schien
der Abbauprozess radiologisch früher einzusetzen. Auf Grund der geringen Fallzahl
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Des weiteren konnte
nach vier und 20 Wochen weder histologisch noch im µ-CT ein Unterschied darge-
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stellt werden. Dies könnte jedoch daran liegen, dass die Unterschiede vor allem in
der Zeit von 6 bis 12 Wochen postoperativ zu erkennen waren. Ein anderer Punkt
ist, dass im µ-CT immer mehr Scaffold als im fpvCT dargestellt werden konnte. Das
Scaffold also im fpvCT fortgeschrittener degradiert schien, als in vivo bis dahin er-
folgt. So müssen weitere Versuche klären, ob es durch eine nanoporöse Beschichtung
des Scaffolds und damit einer höheren Angriffsfläche zu einer schnelleren Degrada-
tion des Implantats kommt.
Da es nach 20 Wochen zu einer Non-Union bzw. in manchen Fällen zu keiner ma-
kroskopischen Integration des Scaffolds kommt, liegt die Frage auf der Hand, ob
das Scaffold zu schnell degradiert und damit der Knochen keine Möglichkeit hat
einzuwachsen. Die histologischen Untersuchungen vier Wochen postoperativ spre-
chen gegen eine solche Erklärung der Non-Union. Wie oben beschrieben konnten
dort nämlich in das Scaffold einwachsender Knochen nachgewiesen werden. Also
muss die Verbindung im Verlauf des Versuches unterbrochen worden sein. Dies kann
biomechanische (siehe Abschnitt 5.3, Seite 77) oder wachstumsbedingte (siehe Ab-
schnitt 5.4.5, Seite 90) Ursachen haben. Ein Abriss der Verbindung durch ein abrup-
tes, schnelles Schrumpfen des Scaffold erscheint unwahrscheinlich, da es zu einem
rapiden Verkleinerung des Implantats nicht kam.
5.4.3 Lufteinschlüsse und Infektionen
Die in der ersten fpvCT Untersuchung bei manchen Tieren beobachteten Luftein-
schlüsse im Scaffold ließen den Verdacht auf eine Infektion zu. Glücklicherweise wur-
de keines der Tiere im Verlauf klinisch auffällig. In der folgenden fpvCT-Untersuchung
zwei Wochen später (also vier Wochen postoperativ) konnten keine Lufteinschlüsse
mehr nachgewiesen werden und es fanden sich auch keine Anzeichen für eine In-
fektion. Deswegen vermuten wir, dass die Luft während des Einsetzen des Scaffolds
in die Poren gelangte und dann im Verlauf resorbiert bzw. abgebaut wurde. Wenn
die Besiedelung im Bioreaktor mit großer Sorgfalt durchgeführt wird ist auch hier
die Kontaminierung des Scaffolds mit Mikroorganismen unwahrscheinlich und eine
mögliche Infektionsquelle ausgeschaltet. Die Operation verläuft unter sterilen Bedin-
gungen und das Scaffold wird erst im Moment des Einsetzens aus dem verschlossenen
Behälter mit Kulturmedium entnommen.
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5.4.4 Gefäßproliferation
Bildung und Einwachsen von neuen Kapillaren und Gefäßen ist ein essentieller Bau-
stein in der Frakturheilung. Nicht nur für das Einwachsen neuen Knochens, sondern
auch für den Abtransport von Abbauprodukten (zum Beispiel des Scaffolds) ist eine
Gefäßversorgung unerläßlich. Durch seine Größe kam es beim Critical Size Defect
in der Vergangenheit oft zu einer zentralen Nekrose, da der zentrale Bereich des
Defekts nicht genügend versorgt werden konnte. So wurde versucht, die Bildung von
Gefäßen durch Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF) anzuregen. Dies kann jedoch zu
Fehlbildungen führen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass ein ausreichende Gefäßpro-
liferation und damit auch Versorgung des Defektes und Scaffolds allein durch die
Scaffoldkomposition und -Architektur erreicht wurden.
Unabhängig von der Zellbesiedelung der Scaffolds kam es in allen Versuchsgruppen
zu Gefäßproliferationen. Diese konnten histologisch schon vier Wochen postoperativ
nachgewiesen werden (siehe Abbildungen 4.33 und 4.34, Seite 67 und 67). Des wei-
teren kam es bei keinem Tier zu einer zentralen Nekrose oder sonstigen Ischämie-
zeichen. Also fördert diese Scaffoldart das Einwachsen von Gefäßen, dies ist sehr
wichtig für die Osteokonduktivität und damit auch für die Osteogenität.
5.4.5 Periostales Wachstum
Einige Wachstumsmuster wie die Spangenbildung sind schon angesprochen worden.
Auch die vermehrte Knochebildung im Osteotomiespalt direkt unter der Platte
wurde schon diskutiert und auf die Leitschienenfunktion der Osteosyntheseplatte
zurückgeführt. Ein weiteres Phänomen ist das vom Periost ausgehende Knochen-
wachstum direkt am Osteotomiespalt, obwohl das Periost intraoperativ um den Os-
teotomiespalt entfernt wurde.
Vier Wochen postoperativ kommt es zu Knochenwachstum vom Perist ausgehend.
Der Wachstumsprozess lässt sich in fpvCT und µ-CT und Histologie zeigen. Im
Verlauf kommt es zu einem Umschlagen dieses Knochenbandes, es legt sich vor die
Markräume und verschließt diese zu großen Teilen. Parallel dazu kommt es zu ei-
ner starken Verlangsamung der Knochenheilung, sie kommt praktisch zum Erliegen.
Zwei Dinge sind bemerkenswert: Trotz Entfernung des Periosts geht augenschein-
lich Wachstum von diesem aus und dieser Knochen legt sich vor die Markräume
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und scheint die Knochenheilung im Osteotomiespalt zu behindern. Die Proliferation
trotz Resektion spricht für das hohe osteogene Potential des Periosts. Die Entfer-
nung sollte in Zukunft noch viel radikaler durchgeführt werden, wenn das Ziel die
Ausschaltung dieses Prozesses sein soll.
Man sollte jedoch überlegen, ob man dieses Potential nutzen kann. So haben machen
Gruppen den Defekt außerhalb des Scaffolds mit gestielten, andere mit herausge-
schnittenen Periostlappen überbrückt und erzielten dabei gute Ergebnisse [63, 80].
Dieses Verfahren sichert die Verteilung von osteogenen Zellen Entlang der Osteo-
tomie von außen. Auf jeden Fall verhindert werden muss das Umschlagen in den
Osteotomiespalt und der daraus folgende Verschluss des Markraumes, da dies die
Heilung des Defektes stark beeinträchtigt.
5.5 Non-Union
Wie schon mehrfach erwähnt, kam es zu keinem knöchernen Schluss der Osteotomie.
Die Ursache ist entscheident für die Bewertung dieses Konzeptes des scaffoldbasier-
ten Tissue Engineering von Knochen in vivo. Auf Grund unserer Ergebnisse können
mangelnde Gefäßversorgung, zu schnelle Scaffolddegradation, fehlende Osteokondut-
kivität oder Osteogenität und Infektion als Ursache ausgeschlossen werden. Auch die
Besiedelung der Implantate mit Zellen führte zu keiner Veränderung dieser Proble-
matik.
So bleiben zur Erklärung die teilweise fehlende knöcherne Integration des Scaffolds,
die Osteosynhteseversorgung und der Verschluss des Markraumes durch Periostlap-
pen. Die ausbleibende Verbindung der praktisch aneinander liegenden Knochena-
nastomosen ist sicherlich auf die erhöhte Beweglichkeit gegeneinander und somit auf
die Osteosynthese zurückzuführen. Hier ist vor allem die hohe Biegebeanspruchung
der Platte der entscheidende Punkt (siehe Abschnitt 5.3, Seite 77). Auch wird die
Integration des Scaffolds durch die erhöhte Bewegung im Osteotomiespalt behindert.
Besonders der knöcherne Einbau des Scaffolds ist ein weiterer mechanischer Stabili-
sator. Dieser Einbau ist aber auch von einem ungehinderten Zugang zum Markraum
des Knochens als Quelle von osteogenen Zellen abhängig und dieser Zugang wird
durch die vor den Markraum wachsenden Periostlappen verlegt. So ist sicherlich die
Bildung von Kappen durch das Periost ein weiterer Grund für den ausbleibenden
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knöchernen Schluss des Defekts. Es konnte radiologisch gezeigt werden, dass nach
Ausbildung der Kappen der Heilungsprozess fast zum Stillstand kam.
Wir gehen davon aus, dass es durch mangelnde Stabilität der Osteosynthese, ge-
nauer der Biegebeanspruchung der Platte, zu einer Non-Union kam. Die vor allem im
späteren Heilungsprozess entscheidende weitere Stabilisierung des Osteotomiespal-
tes durch einwachsenden Knochen und die Integration des Scaffolds wurde durch die
vor Markraum und Anastomosen wachsenden Periostlappen verhindert. So trug die




Die neu entwickelten Scaffolds sind sehr gut zum Tissue engineering von Knochen
geeignet. Sie sind osteokonduktiv und mit MSCs besiedelt besitzen sie eine hohe
Osteogenität, des weiteren unterstützen sie die Gefäßproliferation und es kommt
zu keiner zentralen Nekrose. Es konnte gezeigt werden, dass die mit MSCs besie-
delten Scaffolds schneller, mehr und auch zentral Knochen bilden und damit den
unbesiedelten Scaffolds überlegen sind. Des weiteren ist die Besiedelung mit mesen-
chymalen Stammzellen eine Alternative zur Applikation von Wachstumsfaktoren.
Zwischen den Scaffolds coated und den Scaffolds coated and loaded wurde kein ent-
scheidender Unterschied festgestellt, nur im Degradationsverhalten scheint ein leich-
ter Unterschied in der Kinetik zu bestehen. Die Degradation der Scaffolds erfolgt
kontrolliert und es kommt zu keiner rapiden Schrumpfung im Verlauf der Anwen-
dung. Sie sind intraoperativ gut handhabbar und lassen sich leicht in die Osteotomie
einsetzen.
Dieser Versuchsaufbau zur in vivo Evaluation der Scaffolds hat zwei Nachteile: Ei-
ne adäquate Stabilisierung der Osteotomie ist sehr schwierig aber doch entscheidend
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für den Heilungsprozess und die komplette Entfernung des Periosts ist sehr schwie-
rig. Die winkelstabile Plattenosteosynthese ist der mit nicht geblockten Schrauben
klar überlegen, die Biegungsbeanspruchung der Platte und damit die Bewegung der
Fragmente gegeinander bleibt ein zu lösendes Problem. Hier kann mit einer stärke-
ren Platte versucht werden, die Bewegung zu reduzieren. Allerdings hat dies den
Preis der höheren Belastung der Schrauben. Die Periostlappenbildung behinderte in
unserem Versuch den Heilungsprozess, kann diese aber bei gerichtetem Wachstum
auch befördern. Also muss entweder das Periost radikal entfernt werden, oder das
Einschlagen des Periosts vor die Anastomosen verhindert werden.
Alle von uns angewandten Untersuchungen konnten wichtige Erkenntnisse bei-
tragen. Besonders das fpvCT als ein dreidimensionales, hochauflösendes in vivo Ver-
fahren bietet sich als neue Möglichkeit für solche Versuchsreihen an, kann die post-
mortalen Verfahren aber nicht komplett ersetzen. Das µ-CT mit seiner sehr hohen
Auflösung und die Histologie für die zelluläre Ebene tragen wichtige Details bei und
sind so weiterhin essentiell zur postmortalen Auswertung dieser Versuche.
Um für eine klinische Studie in Frage zu kommen müssen die Scaffolds noch
in größeren Tieren wie Schafen oder Hunden getestet werde. Des weiteren wäre
eine Versuchsgruppe mit autologen mesenchymalen Stammzellen interessant, da dies
beim Menschen die sicherste Anwendungsmöglichkeit wäre. Diese Versuche zeigen,
dass die Besiedelung mit mesenchymalen Stammzellen eine lohnenswerte Alternative
zu den Wachstumsfaktoren ist und weiterverfolgt werden sollte.
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[54] Martiniaková, M. ; Omelka, R. ; Chrenek, P. ; Ryban, L. ; Parkányi,
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fpvCTs und seiner Einrichtungen (alle Klinik für Neuroradiologie, Universitätsklini-
kum Gießen und Marburg, Standort Gießen).
Dr. med. Jörg Egbring (Klinik für Diagnostische Radiologie, Universitätsklinikum
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Vielen Dank an meine Familie, meine Eltern, Dres. Sigrid und Walter Hägele und
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ten wir diese Arbeiten schaffen, alleine wäre das wohl sehr schwierig geworden. Vie-
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